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ABSTRAK 
Name  : Satrina 
Nim   : 60700114042 
Jurusan   : Ilmu Peternakan 
Judul Skripsi  : Identifikasi Bakteri Asam Laktat Dari Usus DOC Broiler Umur  Satu 
Hari Berdasarkan Gen 16s rRNA 
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri asam laktat yang 
terdapat pada usus DOC Broiler umur satu hari menggunakan teknik molekuler 
berbasis Gen 16S rRNA. Metode penelitian yang digunakan adalah metode 
Polymerase Chain Reaction (PCR)-sekuensing meliputi Ekstraksi DNA, Amplifikasi 
DNA dengan PCR, Elektroforesisis, Sekuesing DNA, dan Analisis Urutan DNA 
pengkode 16S rRNA. Analisis dilakukan dengan menggunakan analisis deskriptif 
yaitu dengan melihat hasil dari proses Ekstraksi DNA, Amplifikasi DNA, 
Elektroforesis, Sekuesing DNA, dan Pengurutan DNA, dimana seluruh data 
diperoleh dari hasil pengamatan yang ditunjukkan pada beberapa indikator uji yang 
telah dilakukan. Yakni pengumpulan data secara langsung dan dengan cara 
dokumentasi untuk dijadikan bukti hasil penelitian. Berdasarkan hasil analisis 
sekuens yang telah dilakukan menunjukkan hasil bahwa bakteri yang terdapat pada 
isolat adalah bakteri jenis Enterococcus faecalis yang memiliki tingkat kesamaan 
panjang nukleotida pada database mencapai 75% dan memiliki kecocokan sekuens 
mencapai 95%. Enterococcus faecalis merupakan sebagai bakteri Gram positif, 
berbentuk coccus atau bulat. 
 
Kata Kunci : Identifikasi BAL, Polymerase chain reaction (PCR), Gen 16s rRNA,  
Saluran Pencernaan, DOC. 
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ABSTRACT 
Name  : Satrina 
Nim   : 60700114042 
Department  : Animal Science 
Thesis Title     : Identification of Lactic Acid Bacteria from DOC Broiler Age One 
Day Based on Gen 16s rRNA  
This study aims to identify lactic acid bacteria found in intestinal DOC 
Broilers aged one day using molecular techniques based on 16S rRNA gene. The 
method used is the method of Polymerase Chain Reaction (PCR) -sequencing include 
DNA extraction, DNA amplification by PCR, Elektroforesisis, Sequencing DNA and 
coding DNA sequence analysis of 16S rRNA. The analysis was carried out using 
descriptive analysis by looking at the results of the DNA extraction, DNA 
amplification, electrophoresis, DNA sequencing and DNA sequencing processes, 
where all the data obtained from the observations shown in several test indicators 
were carried out. Namely data collection directly and by means of documentation to 
be used as evidence of research results. Based on sequence analysis results have 
shown results that bacteria present in isolatesis a bacterial species of Enterococcus 
faecalis that has a nucleotide length similarity level in the database reaching 75% and 
has a sequence sequence of 95%. Enterococcus faecalis is a Gram positive bacteria, 
in the form of coccus or round. 
 
Keywords: Identification of BAL, Polymerase chain reaction (PCR), Gen 16s rRNA, 
Digestive Tract, DOC. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Indonesia merupakan negara yang sangat kaya dengan berbagai macam 
ragam tumbuh-tumbuhan maupun binatang ternak, salah satunya adalah jenis 
ayam broiler yang pertumbuhannya sangat cepat  sehingga berbagai macam 
percobaan dilakukan untuk tetap membuat ayam tersebut dapat tumbuh dengan 
baik, pada era moderen ini berbagai macam penelitian dilakukan oleh para ahli 
seperti halnya membuktikan bahwa dalam usus DOC ayam broiler dapat dijadikan 
sebagai kandidat probiotik bakteri asam laktat. 
Mikroba yang sering digunakan sebagai probiotik pada ayam berasal dari 
kelompok bakteri asam laktat (BAL). BAL adalah kelompok bakteri Gram positif 
berbentuk kokus atau batang, tidak membentuk spora, suhu optimum ± 40
o
C, pada 
umumnya tidak motil, bersifat anaerob, katalase negatif dan oksidase positif, 
dengan asam laktat sebagai produk utama fermentasi karbohidrat. Bakteri asam 
laktat dikenal sebagai bakteri yang bermanfaat bagi industri makanan dan 
minuman (Surono, 2004). Eksplorasi pemanfaatan bakteri asam laktat dalam 
industri mendorong pencarian bakteri asam laktat baik dari makanan fermentasi 
maupun yang berasal dari saluran pencernaan. Sifat-sifat khusus bakteri asam 
laktat adalah mampu tumbuh pada kadar gula, alkohol, dan garam yang tinggi, 
mampu memfermentasikan monosakarida dan disakarida. Dalam saluran 
pencernaan tumbuh normal dalam jalur intestin suatu bakteri asam laktat yang 
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memberikan efek positif yang penting terhadap kesehatan tubuh, yaitu melalui 
kemampuannya menekan pertumbuhan bakteri patogen intestin penyebab diare, 
serta menstimulasi sistem kekebalan tubuh (imun) (Rahayu dan Margino, 1997). 
BAL telah lama secara luas digunakan sebagai kultur starter dalam 
fermentasi makanan, produk susu dan pakan. Selain itu, BAL telah dikenal 
berperan penting bagi kesehatan manusia dan hewan. BAL digunakan sebagai 
probiotik untuk meningkatkan mikrobiota normal usus inangnya karena 
kemampuannya menghasilkan berbagai zat antimikroba termasuk asam laktat, 
alkohol, karbondioksida, diasetil, hidrogen peroksida, bakteriosin dan metabolit 
lainnya (Gaggia et al, 2010). 
Identifikasi ini dapat menjadi dasar pembuatan probiotik yang efektif pada 
usus DOC umur Satu hari. Berdasarkan uraian tersebut di atas maka akan 
dilakukan penelitian tentang. “Identifikasi Keragaman Bakteri Asam Laktat dari 
Usus DOC Broiler Umur Satu Hari Berdasarkan Gen 16S rRNA. 
B. Rumusan Masalah  
Apakah terdapat Bakteri Asam Laktat dari saluran DOC broiler umur satu 
hari  dengan menggunakan teknik berbasis 16S rRNA ? 
C. Tujuan Penelitian  
Tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini adalah untuk mendapatkan 
informasi tentang adanya bakteri asam laktat yang menyusun mikrobiota pada 
Usus DOC Broiler Umur Satu Hari menggunakan teknik molekuler berbasis 16S 
rRNA yaitu dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)-sekuensing. 
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D. Kegunaan Penelitian  
Kegunaan penelitian ini yaitu, dapat bermanfaat sebagai bahan informasi 
bagi peneliti dan mahasiswa tentang adanya bakteri asam laktat dari usus DOC 
broiler umur satu hari menggunakan teknik molekuler berbasis 16S rRNA yaitu 
dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)-sekuensing.  
E. Defenisi Operasional 
1. Unggas adalah jenis hewan ternak kelompok burung yang dimanfaatkan 
untuk daging dan telur atau bulunya. 
2. DOC ayam adalah ayam dengan umur dibawah 10 hari dan paling lama 
14 hari setelah ayam itu menetas, DOC ayam biasanya dipakai untuk 
istilah ayam pedaging atau ayam potong. 
3. Sistem pencernaan adalah penghancuran bahan makanan (mekanis, 
enzimatis, kimia, dan mikrobia) dari bentuk komplek (molekul besar) 
menjadi sederhana (bahan penyusun) dalam saluran cerna. 
4. Usus adalah bagian dari  sistem pencernaan yang bermula dari  lambung 
hingga  anus. Pada usus terdiri dari dua bagian yaitu  usus kecil dan  usus  
besar (kolon).  
5. Bakteri asam laktat (BAL) merupakan spesies bakteri yang mempunyai 
kemampuan untuk membentuk asam laktat dari metabolisme karbohidrat 
dan tumbuh pada pH lingkungan yang rendah bakteri. 
6. Sebagian BAL berpotensi memberikan dampak positif bagi kesehatan 
dan nutrisi manusia, beberapa diantaranya meningkatkan nilai nutrisi 
makanan, mengontrol infeksi pada usus, meningkatkan digesti 
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(pencernaan) laktosa, mengendalikan beberapa tipe kanker dan 
mengendalikan tingkat serum kolestrol dalam darah. 
7. Identifikasi BAL dapat dilakukan berdasarkan fenotif dan genotif. 
8. Analisa genotip dengan menggunakan metode molekular antara lain 
melalui sekuensing gen pengkode 16S rRNA dengan metode Polymerase 
Chain Reaction (PCR)-sekuensing. Analisa PCR dapat digunakan 
sebagai alat untuk mengungkap keragaman BAL pada usus DOC umur 
Satu hari.  
9. Genotif adalah susunan gen yang menentukan sifat dasar suatu makhluk 
hidup dan bersifat tetap. 
10. DNA adalah suatu asam nukleat yang menyimpan segala informasi 
biologis yang unik dari setiap makhluk hidup dan beberapa virus.  
11. Gen 16S rRNA merupakan salah satu penyusun subunit 30S, yang 
penting untuk translasi, dan terdiri dari 1542 pasangan basa. 16S adalah 
suatu jenis RNA yang dilibatkan dalam produksi protein.  
12. PCR adalah reaksi polimerase berantai, yaitu reaksi yang melibatkan 
enzim polimerase yang dilakukan secara berulang-ulang. Yang diulang-
ulang adalah proses pemisahan untai ganda DNA menjadi untai tunggal 
hibridisasi primer untuk mengawali replikasi DNA dilanjutkan dengan 
proses penambahan basa pada cetakan DNA oleh enzim polimerase. 
13. Sekuesing atau pengurutan DNA adalah proses atau teknik penentuan 
urutan basa nueklotida pada suatu molekul DNA. Urutan tersebut dikenal 
sebagai sekuens DNA yang merupakan informasi paling mendasar suatu 
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gen atau genom karena mengandung instruksi yang dibutuhkan untuk 
pembentukan tubuh makhluk hidup.  
14. Eloktroforesis DNA merupakan teknik untuk memisahkan sampel DNA 
berdasarkan atas ukuran (berat molekul) dan struktur fisik molekulernya.  
15. Amplifikasi adalah suatu proses yang dapat menggadakan atau 
merplikasi suatu DNA yang semulanya sedikit  (bisa 1 atau 2 dan 
seterusnya) bisa menjadi banyak atau berlipat ganda hingga 10 kali lipat.  
16. rRNA berfungsi sebagai tempat pembentukan protein, rRNA terdiri dari 
dua sub unit. Sub unit kecil berperan dalam mengikat  mRNA sedangkan 
sub unit besar berperan untuk mengikat tRNA yang sesuai. 
F. Ruang Lingkup Penelitian  
Ruang lingkup penelitian meliputi identifikasi bakteri asam laktat dari usus 
DOC dengan metode molekular antara lain melalui sekuensing gen pengkode 16S 
rRNA dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)-sekuensing dapat 
digunakan sebagai alat untuk mengungkap keragaman BAL pada usus DOC 
broiler umur Satu hari. 
G. Hipotesis 
Diduga bahwa di dalam usus DOC umur Satu hari terdapat bakteri asam 
laktat, yang akan diidentifikasi dengan menggunakan teknik molekuler 16S rRNA 
yaitu dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). 
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H. Kajian Pustaka (Penelitian Terdahulu)  
1. Jannah (2014), telah meneliti tentang “Analisis Keragaman Bakteri Asam 
Laktat Dari Saluran Pencernaan Ayam Cemani Berdasarkan Gen 16S 
rRNA dan Potensi Penggunaannya sebagai Probiotik”. Penelitian 
dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui keragaman Bakteri Asam 
Laktat dari saluran Saluran Pencernaan Ayam Cemani Berdasarkan Gen 
16S rRNA dan Potensi Penggunaannya sebagai Probiotik. Analisa 
keragaman bakteri dengan menggunakan metode T-RFLP dilakukan 
dengan isolasi DNA genom langsung dari sampel lumen saluran 
pencernaan ayam (tembolok, ventrikulus, ileum dan sekum), primer yang 
digunakan adalah primer forward 27F dilabel dengan 6-
carboxyfluorescein dan primer reverse spesifik untuk bakteri asam laktat 
SG-Lab-0677, enzim restriksi yang digunakan HaeIII dan MspI. 
Selanjutnya ditentukan jumlah filotipe, kelimpahannya (indeks Shannon 
Wiener) dan indeks kesamaan komunitas (indeks Sorensen). Analisa 
plate counts dilakukan untuk memperoleh nilai total bakteri asam laktat 
dan juga untuk memperoleh isolat kandidat probiotik, dengan cara 
ditumbuhkan pada cawan petri yang berisi media padat MRS dan GYP 
yang ditambahkan dengan 0.5% CaCO3, diinkubasi secara anaerobik 
selama 48 jam pada suhu 37°C.  
Hasil analisa T-RFLP menunjukkan perbedaan dan dinamika populasi 
antara mikroba pada tembolok, ventrikulus, ileum dan sekum. Tidak 
semua filotipe BAL dapat diidentifikasi, beberapa filotipe BAL (41 %) 
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tidak dapat diidentifikasi (unidentified) dan 17% diidentifikasi sebagai 
bakteri yang belum dapat dikulturkan (unculturable), hal ini mengacu 
pada database yang tersedia di MiCA3. Jumlah filotipe (S) BAL di ileum 
(9.5) lebih tinggi daripada di komunitas lain dan jumlah terendahnya 
adalah di sekum (6.5), indeks keragaman Shannon-Wienner menunjukkan 
indeks keragaman bervariasi dengan nilai tertinggi di ileum (2.13), 
sedangkan yang terendah di sekum (1.08), indeks kesamaan komunitas 
tertinggi (0.70) adalah antara komunitas ventrikulus dan ileum. Dengan 
menggunakan metode tradisional pengkulturan, populasi bakteri asam 
laktat dari saluran pencernaan ayam diketahui antara 7.12 sampai 9.07 
log CFU g - 1 dan jumlah tertingginya ditemukan di bagian tembolok. 
2. Kadir (2016) telah   meneliti   tentang   “Pertumbuhan (BAL) Kandidat 
Probiotik Asal Saluran Pencernaan Doc Broiler terhadap Berbagai 
Kondisi Asam Lambung”, Penelitian dilakukan dengan tujuan untuk 
mengetahui pertumbuhan Bakteri Asam Laktat terhadap berbagai kondisi 
asam lambung saluran pencernaan DOC Broiler. Mikrobia kandidat 
probiotik diisolasi dari saluran pencernaan DOC Broiler yang baru 
menetas dan belum mendapatkan tambahan pakan maupun antibiotik. 
Metode penelitian yaitu mengamati pertumbuhan Bakteri Asam Laktat 
terhadap berbagai kondisi asam lambung dengan menggunakan medium 
MRSB-HCl dan MRSB-KOH dengan masing-masing 1 ose bakteri (ose 
bulat) yang diinkubasi 1x24 jam dengan derajat keasaman 1-6 (pH) 
dimana data yang diperoleh dari hasil pengamatan (positif atatu negatif) 
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yang ditunjukkan pada indikator uji yang telah dilakukan. Hasil 
penelitian didapatkan bahwa Bakteri Asam Laktat dapat tumbuh pada pH 
4, pH 5 dan pH 6 yang terlihat dengan adanya endapan dan medium yang 
keruh sedangkan untuk pH 1-3 tidak terlihat adanya pertumbuhan dengan 
medium yang masih tetap jernih. Berdasarkan hal tersebut isolat bakteri 
asam laktat dapat dimanfaatkan sebagai probiotik.  
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BAB II 
 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Tinjauan Islam Tentang Ternak Unggas 
Ilmu peternakan merupakan ilmu terapan yang disebut secara eksplisit di 
dalam Al Quran. Bahkan beberapa nama hewan ternak dijadikan sebagai nama 
surat di dalam Al Quran. Hewan ternak merupakan sumber pelajaran yang penting 
di alam karena terdapat banyak hikmah dalam penciptaannya. Lihatlah bagaimana 
Allah swt memberikan kemampuan pada ternak ruminansia (sapi, kambing, 
domba, dan kerbau) yang mampu mengubah rumput (hijauan) menjadi daging dan 
susu serta ternak non ruminansia (kuda dan unggas) yang mampu mengubah 
rumput menjadi daging dan berbagai macam aneka hiasan yang terbuat dari bulu 
unggas atau kemampuan yang dimiliki lebah madu dalam mengubah cairan nektar 
tanaman menjadi madu yang bermanfaat dan berkhasiat obat bagi manusia. 
Sedemikian besarnya peran usaha peternakan dalam kehidupan, maka sudah pada 
tempatnya sub sektor ini mendapat perhatian kaum muslimin, termasuk 
melakukan penelitian dan pengembangan produk peternakan (Ashshiddiq, 1971). 
Ternak unggas merupakan spesies burung yang dapat memberikan 
keuntungan ekonomis bagi manusia yang memeliharanya, beberapa jenis unggas 
yang memberikan keuntungan antara lain ayam, itik, angsa dan  puyuh. Usaha 
beternak unggas perlu memperhatikan pakan, Breeding, manajemen dan 
lingkungan. Keempat hal tersebut diperlukan dalam peningkatan produksi dan 
mempercepat daya kerja setiap sistem yang ada di dalam tubuh ternak sehingga 
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menghasilkan produk yang optimum, antara lain sistem pencernaan, sistem 
Respirasi, sistem reproduksi, dan sistem Urinari (Sari, 2012). 
Ayam broiler merupakan suatu ternak unggas hasil dari budidaya 
yang  bersifat ekonomis dengan pertumbuhan yang cukup cepat dalam 
menghasilkan daging yang siap potong dengan lama budidaya yang relatif 
singkat, baik jenis  jantan atau pun betina (Kanisius, 1986).  
Ayam broiler merupakan unggas penghasil daging sebagai sumber 
protein hewani untuk pemenuhan kebutuhan pangan masyarakat. Permintaan 
terhadap daging ayam semakin bertambah seiring dengan peningkatan 
penghasilan dan kesadaran masyarakat akan pentingnya asupan protein hewani. 
Ayam broiler memiliki siklus produksi lebih singkat dibandingkan dengan unggas 
lain, karena mempunyai sifat genetik yang semakin baik khususnya untuk sifat 
pertumbuhan. Keberhasilan peternakan ayam broiler dipengaruhi oleh mutu 
genetik, lingkungan, dan interaksi antara genetik dengan lingkungan. 
Hal ini sesuai dengan Firman Allah swt. dalam  QS al-An’am/6:142 yang 
berbunyi: 
                          
                  
Terjemahnya: 
 
Dan  di  antara  hewan  ternak  itu  ada  yang  dijadikan  untuk 
pengangkutan  dan  ada  yang  untuk disembelih. Makanlah dari rezki yang 
telah diberikan Allah kepadamu, dan janganlah kamu mengikuti langkah-
langkah syaitan. Sesungguhnya syaitan itu musuh yang nyata bagimu. 
(Kementerian Agama, RI., 2012:147). 
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 Maksud dari ayat diatas bahwa Allah swt. menciptakan berbagai ciptaan 
beraneka ragam ternak yang bisa dijadikan pangan untuk kelangsungan hidup 
manusia yang memiliki nilai gizi protein yang menunjang asupan serap pangan 
yang memiliki nutrisi bagi tubuh seperti dengan mengkonsumsi daging seperti 
daging ayam broiler.  
Ternak mampu memenuhi kebutuhan hidup manusia terutama pada 
kebutuhan pagan berasal dari produk hewani yang pokok yaitu daging, susu, dan 
kulit. Jika kita perhatikan maka yang tersirat dalam Qs Al-An’am ayat 142 
tersebut dapat di lihat pentingnya hewan ternak bagi manusia. Betapa tidak, 
produk utama ternak yaitu susu, daging, dan telur merupakan bahan pangan 
hewani yang bergizi tinggi yang dibutuhkan manusia. Hewan ternak yang 
dimaksud adalah golongan hewan ruminansia dan nonruminansia termasuk 
unggas. 
Islam sendiri memandang pemanfaatan mikroorganisme bagi kehidupan 
manusia sebagai sesuatu hal yang perlu untuk dikembangkan, sebagaimana 
firman Allah swt dalam Qs Ar-Ra’d/13:17 yang berbunyi: 
                                
                                
                           
              
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Terjemahnya: 
 
Allah swt telah menurunkan air (hujan) dari langit, Maka mengalirlah air 
di lembah-lembah menurut ukurannya, Maka arus itu membawa buih yang 
mengambang. dan dari apa (logam) yang mereka lebur dalam api untuk membuat 
perhiasan atau alat-alat, ada (pula) buihnya seperti buih arus itu. Demikianlah 
Allah swt membuat perumpamaan (bagi) yang benar dan yang bathil. Adapun 
buih itu, akan hilang sebagai sesuatu yang tak ada harganya; Adapun yang 
memberi manfaat kepada manusia, Maka ia tetap di bumi. Demikianlah Allah swt 
membuat perumpamaan-perumpamaan.(Kementerian Agama RI, 2011). 
 
Dalam uraian ayat tersebut kita dapat mengetahui bahwa Allah swt telah 
menciptakan sesuatu yang diinginkan dan apapun yang Allah swt kehendaki atas 
makhluk-makhluknya  ia  ciptakan  dan  dapat  menjadikannya  bermakna  dari 
masing-masing  penciptaa-nya.  Begitu  juga  dalam  proses  pengisolasian  ini 
terjadilah makhluk mikroorganisme yang tidak kasat mata (Hifizah, 2012).  
Dapat kita ketahui bahwa Allah swt telah menciptakan berbagai makhluk 
hidup  yang  beraneka  ragam  dari  benda  yang  bisa  dilihat  oleh  mata  secara 
langsung ataupun benda-benda kecil seperti halnya mikroorganisme. Salah satu 
contoh  mikroorganisme  yaitu  kelompok  mikroorganisme  yang  dimanfaatkan 
untuk  merubah  sesuatu  yang  tidak  bermanfaat  menjadi  bermanfaat.  Hal  ini 
menunjukkan kekuasaan Allah s.wt yang begitu besar untuk menciptakan segala 
sesuatu yang dikehendaki. Semua yang telah diciptakan-Nya tiada yang sia-sia 
karena semua ada manfaatnya tergantung manusia bagaimana mengolahnya. 
Namun, sejauh ini manusia telah menerapkan ilmu pengetahuan untuk 
memanfaatkan apa yang telah Allah swt berikan untuk memenuhi kebutuhan 
hidup. Hal ini menunjukkan bahwa semua makhluk yang diciptakan-Nya tiada 
yang sia-sia (Hifizah, 2012). 
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B. Saluran Pencernaan Unggas 
Saluran pencernaan ayam atau dikenal sebagai saluran gastrointestinal 
merupakan saluran yang memanjang dari mulut sampai kloaka dengan beberapa 
organ penting diantara keduanya, berfungsi dalam mengubah dan mencerna 
makanan menjadi nutrisi yang dapat diabsorbsi dan digunakan oleh tubuh/inang. 
Struktur saluran pencernaan terdiri dari mulut, esofagus, tembolok, 
proventrikulus, gizzard/ventrikulus, usus halus (duodenum, jejunum & ileum), 
dan usus besar (sekum, usus besar dan rektum). Masing-masing bagian memiliki 
struktur histologi dan anatomi yang dirancang sesuai fungsi masing-masing dalam 
proses pencernaan. Masing-masing bagian juga mempunyai pH lingkungan yang 
berbeda, tembolok dengan pH 5.5, proventrikulus 2.5-3.5, gizzard/ventrikulus 2.5-
3.5, duodenum 5-6, jejenum 6.5-7, ileum 7.0-7.5, sekum 6-7, dan kolon 7-8 
(Salanitro et al,1974 ).  
Menurut Abun (2008) saluran-saluran pencernaan pada ayam broiler 
terdiri dari : 
1. Mulut dan Esofagus 
Mulut ayam umum disebut dengan paruh. Fungsi utamanya adalah 
untuk memegang, menyobek, memecah makanan atau memangsanya. 
Mulut ayam tidak memiliki bibir dan gigi. Peranan bibir dan gigi pada 
ayam digantikan oleh rahang yang menanduk dan membentuk dan 
membentuk paruh. Lidahnya runcing dan keras seperti ujung panah 
dengan arah ke depan. Bentuk seperti kail pada bagian belakang lidah 
yang berfungsi untuk mendorong pakan menuju esofagus sewaktu lidah 
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digerakkan ke depan dan ke belakang. Kelenjar ludah mengeluarkan 
cairan yang melicinkan pakan menuju esofagus dan diteruskan ke 
tembolok. Makanan yang masuk ke dalam mulut tidak dikunyah karena 
ayam tidak mempunyai gigi, dan secara utuh masuk ke dalam tembolok, 
yang merupakan perpanjangan dari esofagus. 
2. Tembolok 
Tembolok adalah organ yang berbentuk kantung dan merupakan 
daerah pelebaran dari esofagus. Proses pencernaan di dalam tembolok 
sangat kecil terjadi. Fungsi utama dari tembolok adalah sebagai organ 
penyimpanan pakan. Pakan yang berupa serat kasar dan bijian tinggal di 
dalam tembolok selama beberapa jam untuk proses pelunakan dan 
pengasaman. Makanan berada di tembolok selama 6 jam sehingga 
makanan mengalami fermentasi oleh kelompok Lactobacillus. Dari 
tembolok masuk ke bagian yang terdiri dari 2 bagian yang terpisah, yaitu 
proventrikulus (disebut sebagai true stomach, bagian glandula) dan 
ventrikulus (mechanical stomach, bagian muscular). 
3. Perut Kelenjar 
Perut kelenjar atau proventrikulus merupakan pelebaran dan 
penebalan dari ujung akhir esofagus. Asam hidroklorit dan enzim pepsin 
yang dihasilkan dinding perut kelenjar berfungsi untuk membantu proses 
pencernaan protein. Sewaktu makanan melewatinya, sel kelenjar secara 
mekanis akan berkerut dan menyebabkan keluarnya cairan kelenjar perut. 
Pencernaan pakan di dalam perut kelenjar hanya kecil peranannya, karena 
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makanan hanya tinggal di dalam organ ini dalam waktu relatif pendek. 
4. Empedal 
Empedal terdiri atas serabut otot yang padat dan kuat. Bentuknya 
bulat telur dengan dua lubang saluran di ujung-ujungnya. Di bagian depan 
berhubungan dengan perut kelenjar dan bagian yang lain dengan usus 
halus. Fungsi utama empedal adalah menggiling dan meremas pakan 
keras. Perototan empedal melakukan gerakan meremas kurang lebih empat 
kali satu menit. Di dalam empedal ini dapat dihasilkan asam hidroklorit. 
Proses mencernaan makanan secara normal dapat dibantu oleh adanya 
kerikil yang biasa diambil dan ditelan melalui mulut. Ukuran empedal 
dipengaruhi oleh aktifitasnya.  
5. Usus halus 
Usus terdiri atas saluran makanan yang dimulai dari duodenum, 
yaitu usus halus bagian depan dan berakhir di rektum atau usus besar di 
bagian paling belakang. Pencernaan dan penyerapan pakan utamanya 
terjadi di usus halus. Selaput lendir usus halus memiliki jonjot yang 
lembut dan menonjol seperti jari. Fungsinya selain sebagai penggerak 
aliran pakan dalam usus juga untuk menaikkan permukaan penyerapan sari 
makanan. Di usus halus juga disekresikan mucus, serta adanya vili dan 
mikrovili yang membantu penyerapan nutrisi makanan. Setelah itu sisa 
makanan masuk ke usus besar, yang di bagian ini terdapat sepasang 
sekum. 
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6. Usus Besar 
Pada perkembangan usus bagian bawah dan rektum terdapat dua 
bentukan cabang usus yang buntu sehingga disebut usus buntu atau sekum. 
Usus ini biasanya berukuran panjang 10-15 cm dan terisi calon tinja. Usus 
besar paling belakang adalah rektum yang pendek dan berakhir di kloaka. 
7. Kloaka 
Kloaka merupakan suatu tabung yang berhubungan dengan saluran 
pencernaan, saluran kencing dan reproduksi yang membuka keluar menuju 
anus. Organ ini bertaut dengan bursa fabrius pada sisi atas berdekatan 
dengan tepi luarnya. Air kencing yang sebagian besar adalah endapan 
asam urat dikeluarkan melalui kloaka bersama tinja dengan bentuk seperti 
pasta putih (Daghir, 1995; Jacob et al. 2011). 
C. Mikrobiota pada Saluran Pencernaan Unggas 
Saluran pencernaan ternak merupakan tempat persembunyian (tempat 
hidup) mikroflora yang segera terbentuk setelah dilahirkan. Mikroflora 
indigenous dewasa akan menjadi barrier (pembawa) koloni mikroorganisme 
pathogen seperti Salmonella dan Escherichia coli mikroflora yang menyokong 
kesehatan hewan terdiri dari berbagai macam spesies mikroorganisme seperti 
Lactobaccilus, Bifidobaterium dan Bacteroides yang sebagian besar merupakan 
mikroorganisme yang predominan. Semua mikroba tersebut 90%-nya tergolong 
flora. Kelompok lainnya adalah Enterobactericeae, Enterococcus, dan 
Clostridium. Dalam kesehatan hewan, rasio jumlah mikroorganisme pada 
kelompok bakteri tersebut adalah penting. Digestin mikroba terjadi di tembolok 
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dan bagian bawah ileum sampai sekum terdapat banyak mikroorganisme 
(Lactobacilli) berguna untuk memecah karbohidrat, protein dan gula yang lolos 
oleh enzim. Ceca mempunyai populasi bakteri yang terbesar dan bertindak 
sebagai kamar fermentasi. Hasil utama pada fermentasi adalah asam lemak 
volatile, terutama asam asetat, asam propionate, CO2, dan methane dan beberapa 
vitamin yang diserap oleh ceca (Hifizah, 2012).   
Diketahui bahwa mikroflora saluran pencernaan hewan dapat saling 
berpengaruh, misalnya oleh ingesti mikroorganisme lainnya. Hasil perlakuan 
tersebut dapat merubah jumlah keberadaan mikroorganisme, menghasilkan 
lingkungan yang cocok bagi kolonisasi mikroba, yang pada akhirnya berpotensi 
bagi berkembangnya mikroorganisme pathogen. Diantara mikroba patogen 
Salmonella dan Campylobacter diperkirakan merupakan masalah serius pada 
unggas. Populasi mikroorganisme yang ada didalam saluran pencernaan ada dua 
macam, yaitu bakteri yang berkoloni di dalam saluran pencernaan itu sendiri 
(autochonous) dan bakteri yang berasal dari luar tubuh ternak dan hidup di dalam 
saluran pencernaan (allocthonous). Kelompok bakteri yang kedua ini biasanya 
ditambahkan ke dalam ransum atau air minum ternak sebagai imbuhan pakan 
(Feed Additive). Ahli makanan ternak (Nutrisionis) memberikan istilah pada 
mikroba yang dijadikan imbuhan pakan tersebut sebagai probiotik. Beberapa data 
hasil penelitian menunjukkan, bahwa bakteri probiotik yang ditambahkan ke 
dalam ransum atau air minum ternak dapat mencegah infeksi dan kolonisasi 
patogen di dalam saluran pencernaan unggas (Hifizah, 2012). 
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Kelompok bakteri yang dominan pada usus ayam adalah bakteri Gram 
positif, Proteobakteri, dan Chtophagal/Flexibacter/Bakteroides. Pada bagian ileum 
dan sekum banyak dihuni oleh bakteri Gram positif seperti Lactobacillus, 
Clostrodia, Bacillus, dan Streptococci. Jumlah bakteri Bacillus pada sekum 
(1,45%) dan ileum (0,67%). Akan tetapi, seiring dengan bertambahnya umur 
ayam broiler, jumlah Bacillus juga meningkat pada sekum, yaitu pada umur 14 
hari (2,70%), 21 hari (4,04%) dan 28 hari (1,75%), dan umur 49 (4,04%) 
(Hifizah, 2012). 
Disamping itu nilai pH menyebabkan populasi mikroba di dalam setiap 
bagian saluran pencernaan menjadi spesifik. Nilai pH pada saluran pencernaan 
unggas pada setiap bagian, adalah: tembolok (4.5), proventrikulus (4.4), gizzard 
(2.6), duodenum (5.7-6.0), jejenum (5.8), ileum (6.3), kolon (6.3), ceca (5.7), dan 
empedu (5.9). Salah satu faktor yang dapat menyebabkan turunnya nilai pH pada 
saluran pencernaan adalah fermentasi pakan. Misalnya pada daerah tembolok, 
pakan yang dikonsumsi oleh unggas berada beberapa saat di organ tersebut, 
sebagai dari pakan ini akan mengalami fermentasi oleh Lactobacillus tipe 
Lactobacillus salivarius dan menghasilkan asam laktat yang menyebabkan pH 
tembolok menjadi turun. Adanya gerakan peristaltik pada saluran pencernaan 
yang membawa pakan secara tidak langsung melalui lumen sampai pada bagian 
pertengahan saluran pencernaan, menjadi salah satu penyebab yang dapat 
mencegah mikroba menempel pada epitel usus. Namum, demikian beberapa 
mikroba yang lain dapat melekat (adherence) pada epitel saluran pencernaan, 
sedangkan yang lainnya dikeluarkan dari usus oleh cairan musim. Diantara 
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bakteri Gram negatif yang dapat tumbuh dan melekat pada epitel tembolok, 
lamina propria, dan permukaan villi usus adalah E.coli. Perubahan morphologi 
pada usus, yaitu vili yang menjadi lebih pendek dan crypts lebih dalam dapat 
disebabkan oleh toksin yang dihasilkan mikroba patogen yang ada pada saluran 
pencernaan ternak unggas (Hifizah, 2012). 
D. Bakteri Asam Laktat 
Bakteri asam Laktat adalah bakteri yang mampu memfermentasikan gula 
atau karbohidrat untuk memproduksi asam Iaktat dalam jumlah besar. Ciri-ciri 
bakteri asam laktat secara umum adalah selnya bereaksi positif terhadap 
pewarnaan Gram, bereaksi negatif terhadap katalase dan tidak membentuk spora. 
Dan fermentasi glukosa akan dihasilkan asam Iaktat. Tipe fermentasi bakteri asam 
Iaktat metiputi homofermentatif yaitu yang hasil fermentasinya hanya asam laktat 
dan heterofermentatif yang hasil fermentasinya di samping asam laktat ada asam 
organik lainnya seperti asetat, gas CO2, dan etanol. Beberapa marga bakteri asam 
laktat adalah Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, 
Tetragenococcus, Leuconostoc, dan Lactococcus (Widyastuti, 1999). 
Pada mulanya, bakteri asam laktat terdiri dari 4 genus yaitu Lactobacillus, 
Leuconostoc, Pediococcus dan Streptococcus. Klasifikasi tersebut lebih 
didasarkan pada ciri morfologi, tipe fermentasi, kemampuan untuk tumbuh pada 
suhu yang berbeda, sifat stereospesifik (D atau L laktik), serta toleransi terhadap 
asam dan basa. Klasifikasi bakteri asam laktat berkembang sehingga genus 
Lactobacillus menjadi Lactobacillus dan Carnobacterium. Sedangkan genus 
Streptococcus menjadi empat yaitu Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus, dan 
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Enterococcus. Genus Pediococcus menjadi Pedicoccus, Tetragenococcus dan 
Aerococcus. Untuk genus Leuconostoc tetap. Klasifikasi yang baru tersebut 
dihasilkan dengan rnempertimbangkan komposisi asarn lernak pada membran sel, 
motilitas dan urutan RNA, serta persen guanin dan sitosin pada DNA (Pot, 
1994). 
Konsep bakteri asam laktat adalah nama grup yang diciptakan untuk 
bakteri yang menyebabkan fermentasi dan koagulasi susu, serta dapat 
menghasilkan asam laktat dari laktosa. Nama family Lactobacteriaceae 
diterapkan oleh Orla-Jensen, (1919) kepada sekelompok bakteri yang 
menghasilkan asam laktat sendiri atau asam asetat dan asam laktat, alkohol dan 
karbon dioksida. Bakteri asam laktat adalah kelompok bakteri Gram-positif yang 
disatukan mengikut karakteristik morfologi, metabolisme, dan fisiologis. Mereka 
adalah non-spore, fermentasi karbohidrat-produksi asam laktat, tahan asam dalam 
keadaan non-aerobik dan katalase negatif. Biasanya mereka adalah non-motile 
dan tidak mereduksi nitrit. Mereka dibagi menjadi empat genus Streptococcus,  
Leuconstoc, Pediococcus, dan Lactobacillus. Revisi taksonomi terbaru  
menunjukkan bahwa bakteri asam laktat kelompok bisa terdiri dari genera 
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, dan Vagococcus. 
Awalnya, bifido termasuk dalam genus Lactobacillus dan organisme ini disebut 
sebagai Lactobacillus bifidus. Klasifikasi bakteri asam laktat ke dalam genus 
berbeda sebagian besar didasarkan pada morfologi, cara fermentasi glukosa, 
pertumbuhan pada temperatur yang berbeda, dan konfigurasi dari asam laktat 
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yang dihasilkan, kemampuan untuk tumbuh pada konsentrasi garam tinggi, 
toleransi pada asam atau basa (Lee dan Salminen, 2009).  
Bakteri asam laktat termasuk golongan bakteri mikroaerofilik, yang 
memfermentasi  heksosa  menghasilkan  asam  laktat.  Bakteri  asam  laktat  yang 
banyak  digunakan  dalam  dunia  industri  adalah  spesies Lactococcus, 
Enterococcus, Oenococcus,  Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc, dan 
Lactobacillus (Makarova, 2006, O'Sullivanet al, 2009). 
Bakteri asam laktat juga dapat menghasilkan peptida antimikroba seperti 
bakteriosin, sebagai contoh adalah L. salivarius UCC118, yang sangat efektif 
untuk menekan pertumbuhan L. monocytogenes. Beberapa spesies yang biasa 
ditemukan pada saluran pencernaan manusia dan hewan, kadang-kadang juga 
dapat menimbulkan penyakit. Penyakit yang disebabkan oleh kolonisasi BAL 
patogen seperti; infeksi saluran kencing, bakterimia, Endokarditis, Divertikulatis, 
dan Meningitis (O'Sullivanet al, 2009). 
Bakteri Asam Laktat (BAL) adalah kelompok bakteri yang mampu 
mengubah karbohidrat (glukosa) menjadi asam laktat. Efek bakterisidal dari asam 
laktat berkaitan dengan penurunan pH lingkungan menjadi 3 sampai 4,5 sehingga 
pertumbuhan bakteri  lain termasuk bakteri pembusuk  akan terhambat. 
Efektivitas BAL dalam  menghambat  bakteri  pembusuk  dipengaruhi  oleh  
kepadatan  BAL, strain  BAL, dan  komposisi  media.  Selain itu,  produksi  
substansi  penghambat  dari BAL dipengaruhi oleh media  pertumbuhan,  pH,  dan  
temperature/suhu  lingkungan (Amin, 2001). 
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Usus besar atau kolon memiliki lebih dari 99% bakteri yang tinggal di 
dalamnya dan lebih dari 99% berupa bakteri anaerob mutlak diantaranya adalah 
Clostridium, Bacterioides, Bifidobacterium dan lain-lain. Hanya kurang dari 1% 
berupa bakteri fakultatif anaerob seperti E.coli, Enterobacter dan bakteri patogen 
lainnya (Surono, 2004) 
Usus pada ternak unggas ibarat sebuah tabung reaksi yang berisi beragam 
bakteri dan berbagai nutrisi yang disuplai melalui makanan yang dikonsumsi 
Dalam saluran pencernaan ayam, mikroba terdapat hampir di sepanjang usus. 
Mikroorganisme utama yang terdapat dalam tembolok, usus halus dan ceca 
adalah golongan bakteri Lactobacilli yang khusus menghasilkan asam laktat dan 
asam asetat. Sehingga pH dalam tembolok ayam yang baik antara pH 4–5 
akibatnya organisme yang tidak tahan asam tidak dapat berkembang secara 
normal (Sjofjan, 2003). 
Sebagian besar BAL dapat tumbuh sama baiknya di lingkungan yang 
memiliki dan tidak memiliki O
2
 (tidak sensitif terhadap O
2
), sehingga termasuk 
anaerob aerotoleran. Bakteri yang tergolong dalam BAL memiliki beberapa 
karakteristik tertentu yang meliputi: tidak memiliki porfirin dan sitokrom, 
katalase negatif, tidak melakukan fosforilasi transpor elektron, dan hanya 
mendapatkan energi dari fosforilasi substrat. Hampir semua BAL hanya 
memperoleh energi dari metabolisme gula sehingga habitat pertumbuhannya 
hanya terbatas pada lingkungan yang menyediakan cukup gula atau bisa disebut 
dengan lingkungan yang kaya nutrisi. Kemampuan mereka untuk mengasilkan 
senyawa (biosintesis) juga terbatas dan kebutuhan nutrisi kompleks BAL meliputi 
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asam amino, vitamin, purin, dan pirimidin (Rahayu, 1997). 
Karakterisasi BAL yang dapat digolongkan ke dalam bakteri probiotik 
adalah diketahui sebagai materi yang tidak berbahaya, dapat hidup selama 
dilakukan proses dan penyimpanan, memiliki efek antagonis terhadap bakteri 
patogen, toleran terhadap asam lambung, getah pankreas dan cairan empedu serta 
mampu melindungi epitelium inangnya (Begley et al, 2005). 
Bakteri asam laktat (BAL) merupakan kelompok bakteri Gram-positif 
yang mampu mengubah karbohidrat menjadi asam laktat. Bakteri asam laktat 
(BAL) hidup di saluran pencernaan ternak. Keberadaan bakteri probiotik tersebut 
masih sangat kurang khususnya di usus halus, sehingga penyerapan sari makanan 
menjadi kurang maksimal. Jadi untuk menambahkan jumlah bakteri probiotik 
seperti BAL pada usus biasanya bakteri probiotik tersebut diisolasi dari usus 
ternak itu sendiri agar didapatkan bakteri probiotik yang benar-benar cocok dan 
sesuai dengan sistem pencernaan ternak tersebut, namun tidak semua jenis bakteri 
usus merupakan bakteri probiotik BAL (Simanjuntak, 2008). 
Menurut Simanjuntak (2008), menyatakan bahwa bakteri asam laktat 
dapat dibedakan atas 2 kelompok berdasarkan hasil fermentasinya, yaitu: 
1. Bakteri homofermentatif: glukosa difermentasi menghasilkan asam laktat 
sebagai satu-satunya produk. Contoh: Streptococus, Pediococcus, dan 
beberapa Lactobacillus. 
2. Bakteri heterofermentatif : glukosa difermentasikan selain menghasilkan 
asam laktat juga memproduksi senyawa-senyawa lainnya yaitu etanol, 
asam asetat, dan CO2. Contoh : Leuconostoc dan beberapa spesies 
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Lactobacillus.  
Bakteri asam laktat memiliki karakteristik berbentuk batang atau kokus, 
gram positif, katalase negatif, tidak membentuk spora, tidak bergerak, tidak 
mempunyai sitokrom, anaerobik, membutuhkan nutrisi yang kompleks seperti 
asam-asam amino, vitamin (B1, B6, B12) dan biotin (Simanjuntak, 2008). 
Menurut Simanjuntak (2008), menyatakan bahwa Faktor- faktor yang 
mempengaruhi pertumbuhan Bakteri Asam Laktat adalah sebagai berikut: 
1. Lama Fermentasi  
Mikroorganisme diinokulasi pada media, pertumbuhan yang 
terlihat mula-mula adalah suatu pembesaran ukuran, volume dan berat sel. 
Ketika ukurannya telah mencapai kira-kira dua kali dari besar sel normal, 
sel tersebut membelah dan menghasilkan dua sel. Sel-sel tersebut 
kemudian tumbuh dan membelah diri menghasilkan empat sel. Selama 
kondisi memungkinkan, pertumbuhan dan pembelahan sel berlangsung 
terus sampai sejumlah besar populasi sel terbentuk. Waktu antara masing-
masing pembelahan sel berbeda-beda tergantung dari spesies dan kondisi 
lingkungannya, tetapi untuk kebanyakan bakteri waktu ini berkisar antara 
10–60 menit. Tipe pertumbuhan yang cepat ini disebut pertumbuhan 
logaritmis atau eksponensial karena bila log jumlah sel digambarkan 
terhadap waktu dalam grafik akan menunjukkan garis lurus. 
2. pH (keasaman) 
Makanan yang mengandung asam biasanya tahan lama, tetapi jika 
oksigen cukup jumlahnya dan bakteri dapat tumbuh serta fermentasi 
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berlangsung terus, maka daya awet dari asam tersebut akan hilang. Pada 
keadaan ini mikroba proteolitik dan lipolitik dapat berkembang biak. 
3. Suhu 
Tiap-tiap mikroorganisme memiliki suhu pertumbuhan maksimal, 
minimal dan optimal yaitu suhu yang memberikan pertumbuhan terbaik 
dan perbanyakan diri tercepat. Mikroorganisme dapat diklasifikasikan 
menjadi tiga kelompok berdasarkan suhu pertumbuhan yang 
diperlukannya yaitu golongan psikrofil, tumbuh pada suhu dingin dengan 
suhu optimal 10–20˚C, golongan mesofil tumbuh pada suhu sedang 
dengan suhu optimal 20–45˚C dan golongan termofil tumbuh pada suhu 
tinggi dengan suhu optimal 50–60˚C. Bakteri bervariasi dalam hal suhu 
optimum untuk pertumbuhan dan pembentukan asam. Kebanyakan bakteri 
dalam kultur laktat mempunyai suhu optimum 30˚C, tetapi beberapa kultur 
dapat membentuk asam dengan kecepatan yang sama pada suhu 37˚C 
maupun 30˚C. Isolasi mikrobia ada dua cara, yaitu cara goresan (streak 
plate methode) dan cara tuang (pour plate methode). Metode goresan 
cawan dilakukan dengan menyebarkan setitik biakan pada permukaan agar 
di cawan dan digoreskan sejajar.  
4. Oksigen 
Tersedianya oksigen dapat mempengaruhi pertumbuhan 
mikroorganisme. Bakteri diklasifikasikan menjadi empat kelompok yaitu 
aerob obligat (tumbuh jika persediaan oksigen banyak), aerob fakultatif 
(tumbuh jika oksigen cukup, juga dapat tumbuh secara anaerob), anaerob 
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obligat (tumbuh jika tidak ada oksigen) dan anaerob fakultatif (tumbuh 
jika tidak ada oksigen juga dapat tumbuh secara aerob). 
Beberapa strain bakteri asam laktat yang berpotensi sebagai agensia 
probiotik adalah Lactobacillus acidophillus, L. reuteri dan L. casei demikian pula 
strain dari beberapa persyaratan yang diperlukan untuk menjadikan strain bakteri 
asam laktat sebagai agensia probiotik adalah bahwa strain tersebut merupakan 
mikroflora alami jalur pencernaan manusia, tumbuh dan tetap hidup pada 
makanan sebelum dikonsumsi, tetap hidup walaupun melewati jalur pencernaan, 
memiliki resistensi terhadap asam lambung, beberapa antibiotik, terhadap lisosim; 
dapat tumbuh pada intestin dan memiliki kemampuan menempel pada sel epithel 
intestin manusia, memberi efek yang menguntungkan pada usus, memproduksi 
asam dalam jumlah besar dan cepat, mampu menghasilkan komponen 
antimikrobia lain di samping asam (bakteriosin, hidrogen peroksida, diasetil dan 
reuterin) yang efektif menghambat bakteri lain yang tidak dikehendaki, khususnya 
bakteri patogen. Metode tuang dengan melakukan pengenceran berturut-turut 
diletakkan pada cawan petri steril dan dicampurkan dengan medium agar cair 
yang dingin lalu dibiarkan memadat. Koloni yang berkembang tertanam di dalam 
agar tersebut (Rahayu dan Margino, 1997). 
Menurut (Rahayu dan Margino, 1997), menyatakan bahwa jenis-jenis 
bakteri asam laktat antara lain sebagai berikut: 
1. Streptococcus thermophilus, Streptococcus lactis dan Streptococcus 
cremoris. Semuanya ini adalah bakteri Gram positif, berbentuk bulat 
(coccus) yang terdapat sebagai rantai dan semuanya mempunyai nilai 
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ekonomis penting dalam industri susu.  
2. Pediococcus cerevisae bakteri ini adalah Gram positif berbentuk bulat, 
khususnya terdapat berpasangan atau berempat (tetrads). Walaupun jenis 
ini tercatat sebagai perusak bir dan anggur, bakteri ini berperan penting 
dalam fermentasi daging dan sayuran.  
3. Leuconostoc mesenteroides dan Leuconostoc dextranicum. Bakteri ini 
adalah Gram positif berbentuk bulat yang terdapat secara berpasangan atau 
rantai pendek. Bakteri-bakteri ini berperan dalam perusakan larutan gula 
dengan produksi pertumbuhan dekstran berlendir. Walaupun demikian, 
bakteri-bakteri ini merupakan jenis yang penting dalam 18 permulaan 
fermentasi sayuran dan juga ditemukan dalam sari buah, anggur, dan 
bahan pangan lainnya.  
4. Lactobacillus lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii. Organisme-organisme 
ini adalah bakteri berbentuk batang, gram positif dan sering berbentuk 
pasangan dan rantai dari sel-selnya. Jenis ini umumnya lebih tahan 
terhadap keadaan asam dari pada jenis-jenis Pediococcus atau 
Streptococcus dan oleh karenanya menjadi lebih banyak terdapat pada 
sayuran. Pada hewan ternak lain seperti sapi bali dapat ditemukan bakteri 
asam laktat seperti Lactobacillus lactis dan Lactobacillus brevis. 
Penyimpanan isolat mikrobia dimaksudkan supaya mikrobia tidak 
mengalami mutasi dan kehilangan sifat-sifat unggul. Cara yang digunakan 
untuk menyimpan isolat menurut (Fardiaz, 1993).  
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E. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Polymerase Chain Reaction adalah teknik biologi molekuler untuk 
mengamplifikasi sekuen DNA spesifik menjadi ribuan sampai jutaan kopi sekuen 
DNA. Teknik ini menggunakan metode enzimatis yang diperantarai primer. 
Prinsip dasar PCR adalah sekuen DNA spesifik diamplifikasi menjadi dua kopi 
selanjutnya menjadi empat kopi dan seterusnya. Pelipat gandaan ini membutuhkan 
enzim spesifik yang dikenal dengan polimerase. Polimerase adalah enzim yang 
mampu menggabungkan DNA cetakan tunggal, membentuk untaian molekul 
DNA yang panjang. Enzim ini membutuhkan primer serta DNA cetakan seperti 
nukleotida yang terdiri dari empat basa yaitu Adenine (A), Thymine (T), Cytosine 
(C) dan Guanine (G) (Gibbs, 1990).  
Reaksi amplifikasi ini  dimulai dengan melakukan denaturasi DNA 
cetakan yang berantai ganda menjadi rantai tunggal, kemudian suhu diturunkan 
sehingga primer akan menempel (annealing) pada DNA cetakan yang berantai 
tunggal. Setelah proses annealing, suhu dinaikkan kembali sehingga enzim 
polimerase melakukan proses polimerase rantai DNA yang baru. Rantai DNA 
yang baru tersebut selanjutnya sebagai cetakan bagi reaksi polimerase berikutnya 
(Yuwono 2006). 
Metode PCR dibedakan menjadi dua yaitu PCR konvensional dan real 
time. Analisis hasil amplifikasi fragmen DNA pada PCR konvensional dilakukan 
dengan visualisasi di agar elektroforesis. Sedangkan PCR real time, jumlah DNA 
yang diamplifikasi dapat dideteksi dan diukur di setiap siklus proses PCR (Fraga 
et al, 2008) 
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1. Polymerase Chain Reaction Konvensional  
Reaksi PCR konvensional biasanya menggunakan satu pasang primer 
oligonukleotida untuk mengamplifikasi bagian tertentu dari genom agen infeksi 
serta dilakukan pada suatu tabung. Primer PCR adalah oligodeoksiribonukleotida 
pendek, atau oligomer yang dirancang untuk melengkapi urutan akhir sekuen dari 
amplikon target PCR dan digunakan untuk mengawali sintesis rantai DNA. 
Panjang basa DNA primer umumnya 15-25 nukleotida dan mempunyai 50-60% 
kandungan Guanine ditambah Cytocine. Primer yang digunakan dalam PCR ada 
dua yaitu oligonukleotida yang mempunyai sekuen yang identik dengan salah satu 
rantai DNA cetakan pada ujung 5’-fosfat dan oligonukleotida yang kedua identik 
dengan sekuen pada ujung 3’-OH rantai DNA cetakan yang lain. Masing-masing 
dari dua primer PCR melengkapi untaian tunggal yang berbeda dari target untaian 
ganda. Untuk mendapatkan skrining sekuen yang potensial dan homolog, 
rancangan primer ditetapkan dengan menggunakan perangkat lunak seperti Oligo 
(National Biosciences, Plymouth, NC) atau situs pencarian online seperti BLAST 
(NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLA ST/). Namun demikian, primer PCR juga 
dapat homopolimer misalnya oligo (dT) yang sering digunakan untuk mengawali 
proses PCR RNA (Dyah dan Dharmayanti, 2014). 
Reverse transcriptase (RT) yang berlangsung pada suhu 42-55oC. Proses 
PCR dibagi menjadi tiga tahap. Pertama, denaturasi cetakan DNA beruntai ganda 
pada suhu di atas 90oC sehingga menjadi DNA cetakan berantai tunggal. Kedua, 
penempelan (annealing) primer oligonukleotida ke DNA cetakan beruntai tunggal 
biasanya pada suhu 50-60oC sehingga primer akan membentuk jembatan 
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hidrogen dengan cetakan pada daerah sekuen yang komplementer dengan sekuen 
primer. Suhu dimana primer annaeling biasanya diistilahkan dengan Tm. Ketiga, 
perpanjangan atau ekstensi fragmen DNA dengan enzim polimerase dan primer 
untuk menghasilkan kopi DNA yang dapat berfungsi sebagai DNA cetakan untuk 
siklus selanjutnya yang berlangsung pada suhu 70-78oC (Dyah dan Dharmayanti, 
2014). 
Kedua DNA cetakan asli dan target yang teramplifikasi selanjutnya 
berfungsi sebagai substrat untuk proses denaturasi, penempelan primer dan 
perpanjangan fragmen DNA. Berdasarkan teori, setiap siklus akan menggandakan 
jumlah kopi target DNA sehingga terjadi amplifikasi geometri. Amplifikasi DNA 
target sebanyak 25 siklus akan menghasilkan 33 juta kopi. Setiap penambahan 10 
siklus menghasilkan 1024 lebih kopi. Rataan perubahan suhu atau tahapan 
lamanya inkubasi di setiap suhu dan jumlah waktu setiap siklus yang diulang, 
dikontrol dengan suatu program dari alat thermal cycler. Jumlah siklus 
amplifikasi PCR harus dioptimasi tergantung pada konsentrasi awal DNA target. 
Minimal diperlukan 25 siklus untuk dapat melipatgandakan satu kopi sekuen 
DNA target sehingga hasil PCR dapat dilihat secara langsung dengan 
menggunakan agar elektroforesis (Carman et al. 2000). 
Keberhasilan proses PCR juga ditentukan oleh jenis enzim DNA 
polimerase yang digunakan. Enzim DNA polimerase yaitu enzim yang melakukan 
katalisis reaksi sintesis rantai DNA. Enzim DNA polimerase idealnya harus tahan 
panas, mempunyai laju polimerisasi dan prosesivitas yang tinggi. Prosesivitas 
adalah kemampuan suatu enzim polimerase untuk menggabungkan nukleotida 
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dengan suatu primer secara terus menerus tanpa terdisosiasi dari kompleks 
primer-DNA cetakan. Pada awalnya, PCR menggunakan DNA polimerasi yang 
berasal dari Eschericia coli. Namun demikian, DNA polimerase ini mempunyai 
kelemahan harus didenaturasi pada suhu yang sesuai untuk DNA cetakan dan 
harus ditambahkan di setiap siklus PCR. Beberapa kelemahan lain yang dimiliki 
DNA polimerase ini adalah tidak tahan panas serta mempunyai laju polimerisasi 
dan prosesivitas rendah (Yuwono 2006).  
Taq DNA polimerase adalah suatu enzim yang dihasilkan dari bakteri 
Thermus aquaticus yang sangat tahan panas. Enzim ini memungkinkan reaksi 
amplifikasi terbentuk pada suhu yang lebih tinggi sehingga reaksi PCR dapat 
dilakukan secara otomatis karena penambahan enzim tidak diperlukan di setiap 
siklus PCR. Walaupun demikian, Taq DNA polimerase dari T. aquaticus tidak 
dapat memanfaatkan RNA sebagai cetakan dan memiliki aktivitas transkripsi 
balik yang rendah. Oleh karena itu, digunakan DNA polimerase yang lain, yaitu 
Taq DNA polimerase dari Thermus thermophilus (Tth DNA polymerase) yang 
mempunyai aktivitas DNA polimerase yang lebih tinggi untuk proses transkripsi 
balik RNA. Enzim ini dapat digunakan untuk melakukan RT-PCR molekul RNA 
sampai ukuran 1000 pasangan basa (bp, base pairs) (Yuwono 2006).  
Beberapa enzim DNA polimerase yang diisolasi dari mikroba 
extremophilic yaitu Pwo Polymerase, Amylase, Pullanase, Glutamin Synthetase I, 
Galactosidase dan Ferredoxin diperoleh dari Pyrococcus woesei. Pyrococcus 
woesei adalah suatu mikroba heterotrophic dan anaerob serta dapat tumbuh secara 
optimum pada suhu 98-100oC (Kim et al. 2007).  
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Aktivitas P. woesei β-D-galactosidase ditingkatkan dengan senyawa tiol, 
ion Mg2+ dan D-galaktosa serta dihambat ion logam berat dan D-glukosa tetapi 
keberadaan ion Ca2+ tidak berpengaruh terhadap aktivitas P. woesei (Wanarska et 
al, 2005). 
Aktivitas Pwo DNA polimerase sebanding dengan Pfu DNA polimerase 
komersial Pfu DNA polimerase adalah suatu proof reading DNA polimerase yang 
diisolasi dari Pyrococcus furiosus. Pfu DNA polimerase merupakan suatu pilihan 
yang ideal untuk berbagai teknik PCR yang membutuhkan sintesis DNA tinggi 
dengan tingkat ketepatan yang tinggi dibandingkan dengan enzim lain dengan 
kondisi yang sama sebagai acuan (Biles dan Connolly 2004).  
Pfu DNA polimerase lebih banyak digunakan jika dibandingkan dengan 
Taq DNA polimerase, dikarenakan tingkat akurasinya yang lebih tinggi selama 
proses amplifikasi (Kanoksilapatham, 2007). 
Selain jenis enzim DNA polimerase yang digunakan, efisiensi PCR juga 
dikontrol dengan beberapa parameter diantaranya komposisi penyangga dan 
stabilitas, kemurnian, konsentrasi dNTPs, parameter siklus, serta karakteristik 
sampel awal. Kualitas DNA atau RNA yang akan diamplifikasi juga sangat 
penting. Deteksi virus dalam sampel dengan PCR tidak hanya tergantung pada 
kinerja dari PCR itu sendiri, tetapi juga pada efisiensi dari prosedur kerja ekstraksi 
asam nukleat dari material. Prosedur kerja ekstraksi DNA atau RNA yang sangat 
panjang, rumit dan membutuhkan waktu lama yang diterapkan pada tahun 1990an 
telah diganti dengan prosedur kerja yang cepat dan sederhana atau dengan kit 
ekstraksi DNA atau RNA yang tersedia secara komersial. Sejumlah perusahaan 
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telah mengembangkan kit ekstraksi DNA atau RNA manual untuk aplikasi di 
laboratorium klinik. Kit ekstraksi DNA atau RNA manual menggunakan reagen 
non-korosif sehingga penggunaannya bersifat aman bagi personel laboratorium. 
Kit ini umumnya murah dan aplikasinya mudah (Germer et al. 2003). 
Pelatihan intensif bagi personel laboratorium yang melakukan ekstraksi 
DNA atau RNA manual diperlukan untuk mendapatkan konsistensi pekerjaan 
laboratorium diantara personel laboratorium, sehingga hasil pengujian dapat 
dipercaya. Beberapa sistem komersial terpadu memungkinkan untuk ekstraksi 
DNA atau RNA secara otomatis. Sistem ekstraksi otomatis mempunyai kelebihan 
khusus dibandingkan dengan sistem ekstraksi DNA atau RNA manual. Sampel 
yang dibutuhkan pada ekstraksi DNA atau RNA otomatis relatif lebih sedikit. 
Peralatan untuk ekstraksi DNA atau RNA otomatis menggunakan sistem tertutup 
sehingga dapat menurunkan resiko kontaminasi. Sistem ekstraksi DNA atau RNA 
otomatis biasanya berjalan secara otomatis, sehingga meminimalkan tenaga 
personel laboratorium. Namun demikian, sistem tersebut harus dievaluasi terlebih 
dahulu sebelum dapat diadopsi untuk deteksi rutin (Germer et al. 2003). 
2. Polymerase Chain Reaction Real Time 
Selama beberapa tahun terakhir, pengujian PCR real time yang 
berdasarkan fluoresensi menjadi suatu metode pengujian yang sering digunakan 
untuk deteksi RNA, DNA dan cDNA. Teknik ini sangat sensitif yang 
memungkinkan amplifikasi terjadi secara bersama-sama serta kuantitas sekuens 
asam nukleat dapat diketahui. Disamping memiliki sensitivitas lebih tinggi, 
kelebihan pengujian PCR real time jika dibandingkan dengan PCR konvensional 
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adalah lebih dinamis, risiko kontaminasi silang lebih sedikit, kemampuan aplikasi 
penggunaannya untuk pengujian lebih banyak (Black et al. 2002).  
Polymerase Chain Reaction (PCR) real time tepat untuk berbagai aplikasi 
seperti analisis ekspresi gen, penentuan jumlah virus, deteksi organisme yang 
mengalami mutasi genetik, diskriminasi alel dan genotipe single nucleotide 
polymorphisms (SNP). Penggunaan probe yang spesifik membantu peningkatan 
spesifisitas pada pengujian PCR real time jika dibandingkan dengan pengujian 
PCR konvensional. Namun demikian, PCR real time juga mempunyai kelemahan 
yaitu memerlukan peralatan dan reagen yang mahal serta pemahaman teknik yang 
benar untuk hasil yang akurat (Chantratita et al. 2008). 
Tahapan-tahapan umum yang dilakukan selama pengujian PCR real time 
dimulai dari isolasi RNA atau DNA sampai analisis data. Prinsip kerja PCR real 
time adalah mendeteksi dan mengkuantifikasi reporter fluoresen. Sinyal fluoresen 
akan meningkat seiring dengan bertambahnya amplifikasi DNA PCR dalam 
reaksi. Reaksi selama fase eksponensial dapat dipantau dengan mencatat jumlah 
emisi fluoresen pada setiap siklus. Peningkatan hasil amplifikasi PCR pada fase 
eksponensial berhubungan dengan jumlah inisiasi target gen. Makin tinggi tingkat 
ekspresi target gen maka deteksi emisi fluoresen makin cepat terjadi (Pardal 
2010). Kuantitas urutan DNA target dicapai dengan menentukan jumlah siklus 
amplifikasi. Jumlah siklus amplifikasi diperlukan untuk menghasilkan produk 
PCR berdasarkan fluoresensi di awal fase eksponensial PCR serta untuk melewati 
garis ambang fluoresensi/siklus threshold (Ct). Jumlah siklus yang diperlukan 
untuk mencapai ambang batas disebut Ct. Siklus Ct adalah prinsip dasar dari PCR 
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real time dan sebagai bagian yang sangat penting untuk memperoleh data yang 
akurat. Nilai Ct PCR real time sangat berkorelasi dengan kuantitas urutan DNA 
target (Giglio et al, 2003).  
Apabila kuantitas urutan DNA target tinggi di awal reaksi, nilai Ct akan 
lebih cepat diketahui. Namun demikian, nilai Ct akan lebih sering ditemukan pada 
fase eksponesial di setiap siklus amplifikasi PCR. Hal ini yang menjadi alasan 
utama bahwa nilai Ct lebih mampu mengukur jumlah amplifikasi DNA target dari 
awal reaksi. Reaksi PCR real time dapat dilakukan satu tahap (one step real time 
PCR) maupun dua tahap (two step real time PCR). Keseluruhan reaksi sintesis 
cDNA sampai amplifikasi PCR dalam PCR real time satu tahap dilakukan dalam 
satu tabung. Polymerase Chain Reaction (PCR) real time satu tahap dapat 
meminimalkan variasi perlakuan laboratorium karena reaksi kedua enzim terjadi 
dalam satu tabung. Reaksi reverse transcriptase pada proses PCR real time dua 
tahap dilakukan terpisah dari pengujian PCR real time. Prosedur PCR real time 
dua tahap akan bekerja lebih baik ketika menggunakan suatu DNA binding dye 
seperti SYBR green I karena akan lebih mempermudah untuk mengeliminasi 
primer-dimer melalui manipulasi Tm. SYBR green I merupakan salah satu jenis 
DNA binding dye yang mempunyai kemampuan mengikat 100 kali lebih tinggi 
dan relatif lebih ramah lingkungan jika dibandingkan dengan ethidium bromide. 
Bahkan, DNA binding dye ini lebih mudah diterapkan karena tidak memerlukan 
adanya probe yang spesifik dan biaya yang dibutuhkan relatif terjangkau. PCR 
real time dua tahap memberikan kemungkinan untuk terjadinya peningkatan 
kontaminasi DNA (Vandesompele et al. 2002). 
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Berbagai modifikasi PCR real time telah dikembangkan untuk 
meningkatkan kerja dari PCR real time seperti PCR real time multiplek. Saat ini, 
telah tersedia kit komersial untuk PCR real time multiplek yang memungkinkan 
untuk kombinasi beberapa pengujian dalam satu reaksi. Polymerase Chain 
Reaction (PCR) multiplek adalah amplifikasi secara berkelanjutan dua atau lebih 
DNA atau cDNA target dalam satu reaksi tabung dan hanya dapat dilakukan 
dengan menggunakan probe berlabel spesifik pada setiap urutan DNA target. 
Kelebihan dari PCR multiplek adalah jumlah sampel yang dibutuhkan lebih 
sedikit sehingga berguna apabila jumlah sampel yang tersedia dalam jumlah 
terbatas dan kemampuannya untuk menggabungkan pengujian dalam satu sistem 
internal kontrol (Hoffmann et al, 2007).  
Meskipun demikian, pengujian ini harus dioptimasi terlebih dahulu untuk 
meminimalkan adanya interaksi kompetitif yang akan sangat berpengaruh 
terhadap sensitivitas pengujian (Chantratita et al, 2008). 
Penggunaan teknologi probe novel fluoresensi dapat meningkatkan 
sensitivitas dan spesifisitas PCR real time. Terdapat tiga tipe metode PCR real 
time yang sering digunakan untuk deteksi asam nukleat dalam mikrobiologi 
klinik, yaitu TaqMan probe, molecular beacon dan Fluorescence Resonance 
Energy Transfer (FRET) probe hibridisasi. TaqMan probe adalah suatu probe 
fluorescent real time yang pertama kali dikembangkan dan merupakan 
oligonukleotida pendek yang mengandung 5’ fluorescent dye dan 3’ quenching 
dye yang terpisah. Fluorescent dye yang terpisah terakumulasi setelah setiap suhu 
siklus PCR dan dapat diukur di setiap waktu selama tahapan siklus PCR termasuk 
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tahap hibridisasi. Hal ini berbeda dengan probe moleculer beacon dan FRET 
hibridisasi karena fluoresensi hanya dapat diukur selama tahap hibridisasi (Uhl 
dan Cockerill 2004). 
Moleculer beacon adalah suatu probe oligonukleotida yang dilabel oleh 5’ 
fluorescent dye dan 3’ quenching dye dan berbentuk seperti jepit rambut (Tyagi & 
Kramer 1996).  
Fluorescence Resonance Energy Transfer adalah suatu proses 
spektroskopi dengan mengalirkan energi sebesar 10-100 Amstrong di antara 
molekul yang berbeda. Peningkatan sinyal fluoresensi sebanding dengan 
akumulasi produk PCR yang akan timbul sebagai akibat dari pemindahan energi 
resonansi fluorosensi (FRET) antara label fluorogenik yang berbeda (yang dikenal 
sebagai reporter dan quencher) yang terhubungkan dengan probe atau primer. 
Beberapa format telah digunakan dalam real time PCR. Quencher fluorogenik 
yang paling sering digunakan adalah 6-carboxytetramethylrhod-amine (TAMRA), 
4-dimethyaminoazo benzene-4-carboxylic acid (DABCYL) dan Black Hole 
Quencher (BHQ) (Didenko 2001). 
Meskipun RT-PCR real time (rRT-PCR) merupakan suatu pengujian 
diagnostik yang sensitif dan spesifik serta banyak digunakan untuk deteksi 
penyakit secara cepat, tetapi adanya kemungkinan reaksi negatif palsu dapat 
terjadi. Reaksi ini kemungkinan disebabkan oleh adanya penghambat RT-PCR, 
ekstraksi virus RNA yang sedikit atau sudah terdegradasi, kesalahan personel 
laboratorium dalam melakukan pengujian rRT-PCR dan kualitas dari salah satu 
reagen yang sudah kadaluarsa. Sampel yang diperiksa dapat mengandung 
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substansi penghambat PCR yang memungkinkan menghasilkan hasil negatif 
palsu. Penghambat amplifikasi PCR dapat dideteksi dengan kontrol internal. 
Kontrol internal merupakan faktor yang sangat penting sebagai kontrol dari 
kualitas pengujian sehingga pengujian dilakukan secara benar (Das et al, 2006).  
Penerapan tipe kontrol internal positif yang berbeda pada pengujian rRT-
PCR telah dikembangkan untuk menguji sampel klinik. Berdasarkan sifatnya 
terhadap target cetakan DNA, kontrol internal positif dibagi menjadi dua, yaitu 
kompetitif dan non-kompetitif. Kontrol internal positif kompetitif menggunakan 
suatu rancangan tiruan yang digunakan untuk mengikat bagian primer yang sama 
dengan sekuen internal sehingga dapat dibedakan dari sekuen target baik ukuran 
maupun probe-nya. Kontrol internal positif nonkompetitif menggunakan sekuen 
target yang berbeda dan memiliki primer atau probe yang berbeda sehingga tidak 
digunakan untuk mengamplifikasi target amplikon serta berkompetitif secara tidak 
langsung dengan target amplikon (Dingle et al. 2004). 
Penggunaan kontrol yang spesifik, yaitu kontrol positif dan negatif serta 
pengendalian mutu reagen sebagai salah satu pelaksanaan program jaminan mutu 
dari suatu laboratorium sangat diperlukan selama pengujian sehingga hasil yang 
diperoleh akurat. Kontrol positif yang dapat digunakan adalah sampel yang 
mengandung organisme atau asam nukleat yang dapat dideteksi. Konsentrasi 
kontrol positif yang digunakan harus mampu memberikan hasil positif yang 
konsisten. Air atau buffer sering digunakan sebagai kontrol negatif. Namun 
demikian, kontrol negatif yang bagus adalah sampel yang mengandung asam 
nukleat selain target untuk mengetahui tidak adanya amplifikasi PCR non-spesifik 
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atau amplifikasi produk. Selain itu, kontrol negatif digunakan untuk menunjukkan 
bahwa reagen yang digunakan tidak terkontaminasi dengan asam nukleat target 
(NCCLS 1995).  
Jaminan mutu reagen sangat penting untuk memastikan keberhasilan 
pengujian PCR real time. Biasanya, komponen master mix yang mengandung 
konsentrasi reagen baku telah tersedia secara komersial tetapi tidak selalu tersedia 
untuk primer dan probe FRET (Burgos et al. 2002). 
Resiko kontaminasi pada PCR real time masih dapat terjadi meskipun 
resiko kontaminasi yang terjadi pada PCR real time sangat kecil, karena 
amplifikasi PCR real time dilakukan dalam sistem yang tertutup dan tidak 
memerlukan tahapan-tahapan yang panjang seperti yang dilakukan seperti di PCR 
konvensional. Kontaminasi paling sering terjadi antar sampel jika dibandingkan 
dengan kontaminasi produk amplifikasi. Kontaminasi antar sampel dapat terjadi 
pada saat memasukkan sampel ke tabung PCR atau tabung ekstraksi DNA atau 
RNA. Teknik pemipetan harus dilakukan dengan hati-hati untuk menghindari 
adanya aerosol yang dapat menimbulkan kontaminasi. Tahapan-tahapan prosedur 
PCR membutuhkan ruangan kerja yang terpisah di laboratorium. Selain itu, 
penerapan alur kerja searah serta praktik kerja laboratorium yang benar harus 
dijalankan untuk memperoleh hasil yang akurat (Niesters 2002). 
F. Gen 16S rRNA  
 Identifikasi mikroorganisme penyebab infeksi secara konvensional 
dilakukan melalui metode pembiakan dan dilanjutkan dengan pemeriksaan 
karakteristik fisiologis dan biokimia. Metode ini membutuhkan waktu yang lebih 
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lama. Terlebih lagi pada beberapa mikroorganisme yang sulit untuk dibiakkan 
seperti mycobacterium dan virus tertentu. Saat ini dikembangkan metode 
identifikasi berbasis molekuler yang lebih cepat dengan tingkat sensitivitas dan 
spesifisitas yang tinggi, yaitu dengan analisis sekuensing gen 16S rRNA (16S 
ribosomal Ribonucleic acid/Asam ribonukleat pengkode ribosom 16S, S 
menyatakan Svedberg, yaitu satuan  ukuran ribosom). Gen 16S rRNA juga sering 
disebut sebagai 16S rDNA (16S ribosomal deoxyribose nucleatic acid), namun 
menurut konsensus dari American Society for Microbiology (ASM), istilah 16S 
rRNA dinilai lebih tepat (Tristia, 2011). 
Gen pengkode RNA ribosomal (rRNA) adalah gen yang paling lestari 
(conserved). Porsi sekuens rDNA dari tiap organisme yang secara genetik 
berkorelasi umumnya adalah sama. Dengan demikian setiap organisme yang 
memiliki jarak kekerabatan tertentu dapat disejajarkan sehingga lebih mudah 
untuk menentukan perbedaan dalam sekuens yang menjadi ciri khas organisme 
tersebut. Daerah yang lestari ini juga yang menyebabkan gen ini dapat digunakan 
sebagai primer universal yang digunakan dalam Polymerase Chain Reaction 
(PCR) serta dapat ditentukan urutan nukleotidanya melalui sekuensing. Gen 
pengkode rRNA digunakan untuk menentukan taksonomi, filogeni (hubungan 
evolusi) serta memperkirakan jarak keragaman antar spesies (rates of species 
divergence) bakteri. Perbandingan sekuens rDNA dapat menunjukkan hubungan 
evolusi antar organisme.  Penggunaan sekuens 16S rRNA dipelopori oleh Carl 
Woese (1977), yang juga menemukan klasifikasi 3 domain terbesar makhluk 
hidup, yaitu bakteri, archaea dan eukaria (Tristia, 2011). 
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1. Pemilihan gen 16S rDNA sebagai Target Sekuensing  
Gen pengkode rRNA adalah gen yang mampu mempertahankan 
kelestariannya selama jutaan tahun keanekaragaman evolusi. Sebagian besar 
prokariot memiliki 3 jenis rRNA, yaitu 5S, 16S dan 23S (Clariridge, 2004). 
Tabel 2. RNA Ribosomal pada Prokariot  
Jenis rRNA Ukuran (Nukleotida) lokasi 
5S rRNA 120 Ribosom subunit besar 
16S rRNA 1500 Ribosom subunit besar 
23S rRNA 2900 Ribosom subunit besar 
sumber: (Clariridge, 2004). 
Penggunaan 5S rRNA juga sudah dipelajari namun gen ini terlalu kecil 
untuk digunakan dalam penentuan filogenetik. Gen 16S dan 23S rRNA memiliki 
ukuran yang cukup untuk dianalisis. Gen 16S rRNA berukuran sekitar 1500 
pasang basa dan sekitar 500 basa di bagian ujung sekuens merupakan daerah yang 
disebut dengan hypervariable region. Daerah ini merupakan bagian yang 
membedakan antar organisme. Primer yang digunakan dalam amplifikasi sekuens 
akan mengenali daerah yang lestari dan mengamplifikasi hypervariable region, 
dengan demikian akan diperoleh sekuens yang khas pada organisme tersebut. 
Tabel 3 menunjukkan sekuens DNA dari Beberapa organisme mewakili tiga 
kelompok besar, yaitu bakteri, eukariot dan archea. Sekuens tersebut 
menunjukkan adanya kesamaan dan perbedaan sejumlah basa (Clarridge, 2004). 
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Tabel 3. Sekuens DNA beberapa Organisme 
Human GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGT
ATATTAAAGTTGCTGCAGTTAAAAAG 
Yeast 
 
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGT
ATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAG 
 
Corn 
 
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCAATAGCGTA
TATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAG 
 
Escherichia coli 
 
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG 
 
Anacystis 
nidulans 
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGAGGCAAGCG
TTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG 
Thermotoga 
maratima 
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCG
TTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGG 
Methanococcus 
vannielii 
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACCGACGGCCCGAGTGT
GTAGCCACTCTTATTGGGCCTAAAGCG 
Thermococcus 
celer 
GTGGCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCGGCCCGAGTG
GTGGCCGCTATTATTGGGCCTAAAGCG 
Sulfolobus 
sulfatoricus 
GTGTCAGCCGCCGCGGTAATACCAGCTCCGCGAGTGG
TCGGGGTGATTACTGGGCCTAAAGCG 
Sumber : (Clariridge, 2004). 
Gen 16S rRNA adalah salah satu gen yang telah dikarakterisasi dengan 
baik sehingga digunakan dalam identifikasi mikroorganisme. Ribuan sekuens dari 
berbagai isolat klinis dan dari lingkungan telah terkumpul di satu database yaitu 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) yang dapat diakses pada 
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www.ncbi.nlm.nih.gov, serta Ribosomal Database Project yang dapat diakses di 
www.cme.msu.edu/RDP/html/index.html. Database ini juga menyediakan aplikasi 
yang dapat digunakan untuk membandingkan sekuens yang diperoleh dengan 
sekuens yang telah terdaftar di database tersebut. Sejak ditemukan pertama kali 
oleh Woose, sekuens 16S rDNA semakin banyak digunakan (Tristia, 2011). 
Pada tahun 1980-an telah dikembangkan standar terbaru dalam 
mengidentifikasi bakteri. Penelitian Woose (1977), menunjukkan bahwa sifat 
yang conserved dari gen 16S rRNA diduga disebabkan karena peran yang sangat 
esensial dari gen ini terhadap fungsi sel. Pada gen-gen yang mengkode enzim, 
mutasi dapat terjadi lebih sering dan umumnya dapat ditolerir oleh sel karena 
hanya menyebabkan perubahan struktur dan biasanya tidak memegang peranan 
yang krusial seperti halnya rRNA. Pada bakteri, jika terdapat gen yang mengkode 
enzim yang dibutuhkan untuk penggunaan laktosa, maka bakteri dapat 
menggunakan gula lain atau protein sebagai sumber energi (Tristia, 2011). 
2. Aplikasi Analisis Sekuensing 16S rRNA di Bidang Mikrobiologi 
Metode sekuensing telah mengalami perkembangan yang cukup pesat. 
Perkembangan teknologi saat ini telah memungkinkan dilakukannya analisis 
terhadap jutaan sekuens DNA per tahun. Kualitas analisis sekuensing sangat 
tergantung pada faktor kecepatan prosedur kerja dan teknologi yang digunakan. 
Identifikasi mikroorganisme penyebab infeksi dilakukan dengan menumbuhkan 
bakteri dari berbagai spesimen klinis pada media tertentu (Tristia, 2011). 
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Pada metode mikrobiologi konvensional membutuhkan waktu yang lama 
pada saat identifikasi berdasarkan karakteristik fisiologis dan biokimianya 
sedangkan pada identifikasi berbasis molekuler melalui analisis sekuensing, 
waktu yang dibutuhkan jauh lebih singkat. Langkah analisis sekuensing dimulai 
dengan mengisolasi DNA dari kultur bakteri, baik kultur padat maupun cair. DNA 
yang diperoleh akan dijadikan sebagai cetakan dalam tahap amplifikasi dengan 
PCR. Primer yang digunakan dalam PCR adalah primer 16S rRNA yang bersifat 
universal berukuran sekitar 1500 pb, sehingga dapat mengamplifikasi daerah 16S 
rRNA dari seluruh bakteri. Produk PCR dimurnikan terlebih dahulu dengan 
menggunakan kit komersial untuk menghilangkan sisa-sisa primer serta fragmen 
nukleotida (Lau, 2002). 
Produk PCR yang telah dimurnikan ditentukan urutan nukleotidanya 
dengan metode sekuensing. Pada tahap sekuensing produk PCR dengan ukuran 
tertentu digunakan sebagai cetakan. Primer pada tahap PCR juga digunakan dalam 
sekuensing, hanya saja masing-masing primer digunakan secara terpisah dalam 
satu siklus sekuensing (forward saja atau reverse saja). Berbeda dengan PCR, 
produk yang dihasilkan dari sekuensing memiliki ukuran yang berbeda-beda. Hal 
ini disebabkan karena pada sekuensing ditambahkan ddNTP (di-
deoxyribonuclease Triphosphat) atau dNTP terminator yang dilabel dengan zat 
warna. Terminator ini pada satu siklus akan berikatan secara acak dan 
menghentikan proses pembacaan. Pada tiap basa terminator (ddATP, ddGTP, 
ddCTP, atau ddTTP), terdapat zat warna fluoresen yang dapat menyerap panjang 
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gelombang yang berbeda sehingga basa terminator akan dapat dibaca dengan 
fluorometri (Fox, 2008). 
Sekuens DNA terbentuk dari hasil pensejajaran pembacaan primer reverse 
dan forward dan umumnya disebut sebagai sekuens konsensus (consensus 
sequence). Sekuens konsensus ini kemudian dibandingkan dengan data sekuens 
yang tersedia di database menggunakan software tertentu. Beberapa sistem dapat 
menentukan urutan nukleotida melalui pembacaan satu primer, namun pembacaan 
dengan dua primer memberikan hasil yang lebih akurat. Beberapa database yang 
dapat digunakan untuk membandingkan sekuens 16S rRNA antara lain GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Ribosomal Database Project (RDP-II) 
(http://rdp.cme.msu.edu/html/), Ribosomal Database Project European Molecular 
Biology Laboratory (http://www.ebi.ac.uk/embl/), Smart Gene IDNS 
(http://www.smartgene.ch) dan Ribosomal Differentiation of Medical 
Microorganisms (RIDOM) (http://www.ridom.com/) (Tristia, 2011). 
Dalam penggunaan klinis sangat penting untuk dipertimbangkan apakah 
diperlukan sekuensing dari keseluruhan gen (sekitar 1500 pb). Sekuensing 
keseluruhan gen dapat digunakan untuk membedakan strain dari suatu 
mikroorganisme. Dalam penemuan spesies baru, sekuensing keseluruhan gen 16S 
rRNA sangat diperlukan. Pada sebagian besar isolat klinis bakteri, fragmen 
pendek, yaitu 500 pb di bagian awal gen 16S rRNA dinilai sudah cukup informatif 
dalam mengidentifikasi (Tristia, 2011). Kattar et al (2000), menyatakan bahwa 
spesies dari Bordetella sp dapat ditentukan dari sekuens DNA di bagian awal gen 
16S rRNA yang dimilikinya (Kattar et al, 2000).  
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3. Analisis Sekuensing versus Mikrobiologi Konvensional dalam Identifikasi 
Penyebab Infeksi 
Perkembangan identifikasi mikrorganisme penyebab infeksi dengan 
metode berbasis molekuler memberikan kontribusi yang sangat penting di bidang 
mikrobiologi. Identifikasi dengan analisis sekuensing gen 16S rRNA dinilai 
memberikan hasil yang sangat akurat dan dapat dijadikan sebagai metode 
diagnosis dalam aplikasi klinis. Analisis sekuensing dinilai dapat menjawab 
berbagai permasalahan yang berkaitan dengan identifikasi berbasis mikrobiologi 
konvensional. Dalam mikrobiologi konvensional, identifikasi dilakukan dengan 
mengisolasi mikroorganisme tersebut dari spesimen klinis, lalu mengamati 
karakteristik fenotipiknya. Metode ini memiliki beberapa kelemahan, yaitu tidak 
dapat digunakan pada mikroorganisme yang tidak dapat dikultur serta 
menunjukan hasil uji biokimia yang tidak dapat digolongkan pada genus atau 
spesies tertentu(secara fenotipik membingungkan atau belum pernah ditemukan 
sebelumnya)2,5. Pada isolat berasal dari saluran nafas, mikrobiologi konvensional 
membutuhkan waktu lama, tidak dapat membedakan infeksi dan kolonisasi serta 
dapat dipengaruhi oleh pemberian antibiotik (Tristia, 2011). 
Dari segi waktu, analisis sekuensing memiliki keunggulan karena dapat 
dilakukan dalam waktu singkat. Analisis dan merangkum waktu yang dibutuhkan 
untuk mengidentifikasi satu sampel klinik menggunakan metode sekuensing 
(Tabel 4), dimana analisis sekuensing terhadap satu sampel klinis dapat dilakukan 
dalam rata-rata 40 menit (Clarridge, 2004). 
Tabel 4. Prosedur dan waktu yang dibutuhkan untuk mengidentifikasi bakteri 
dalam kegiatan Laboratorium rutin adalah sebagai berikut : 
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No Prosedur Waktu 
Waktu pemrosesan 
(dalam 
mesin/instrumen) 
1.  Pemanenan organisme 
dipanen dengan 
menumbuhkannya pada 
media kultur padat atau cair  
 
3-5 menit per 
sampel 
 
 
2.  Ekstraksi DNA  30 menit 10 menit dan 3 menit 
3.  Amplifikasi dengan PCR 30 menit 2 jam 
4.  Karakterisasi Produk PCR 
dengan Elektroforesis  
 
20 menit 1 jam 
5.  Purifikasi produk PCR 
 
 
1 jam  
6.  Siklus Sekuensing 30 menit 30 menit 
7.  Purifikasi produk PCR 1 jam  
8.  Sekuensing gen 16S RNA. 
setelah running, petugas dapat 
melakukan pekerjaan lainnya. 
1 jam 2,5 jam 
 
9.  Analisis Hasil sekuensing  5-15 menit per 
sampel 
 
 
10. Pencarian nama/spesies dalam 
database. Jika sekuens DNA 
organisme tersebut telah ada 
dalam database, maka waktu 
yang dibutuhkan hanya 
sekitar 1 menit. Jika 
merupakan organisme baru, 
maka sekuens harus 
Tidak 
diikutsertakan 
dalam kalkulasi 
waktu 
 
    
  dibandingkan secara detil 
dengan data dari sejumlah 
database. Waktu yang 
diperlukan untuk kegiatan ini 
sekitar 15-30 menit  
  
48 
 
 
11.  Melaporkan hasil Total waktu 
yang dibutuhkan dalam 
pemeriksaan 20 sampel per 
minggu 
30 menit 
60 sampel/40jam 
1 sampel/40 menit 
sumber: (Clarridge, 2004). 
Analisis sekuensing gen 16S rRNA saat ini sudah banyak digunakan, 
terutama di bidang penelitian. Pemakaian di bidang klinis sebagai prosedur 
diagnostik memang belum banyak digunakan terkait dengan biaya pemeriksaan 
yang mahal. Namun tidak dapat dipungkiri bahwa tuntutan akan suatu metode 
diagnostik dengan tingkat spesifisitas dan sensitivitas tinggi, cepat dan akurat 
mengharuskan adanya aplikasi berbasis molekuler ini dalam identifikasi berbagai 
sampel klinis (Tristia, 2011). 
Mengidentifikasi bakteri yang berasal dari saluran pernafasan, metode 
mikrobiologi konvensional dinilai kurang akurat sehingga tidak lagi dimasukkan 
dalam pedoman penatalaksanaan. Metode identifikasi berbasis molekuler dengan 
amplifikasi asam nukleat dan sekuensing menunjukkan keunggulan dari segi 
waktu, sensitivitas dan akurasi yang lebih baik (Nolte, 2008). 
Lau et al (2004) juga menggunakan analisis sekuensing gen 16S rRNA 
untuk mengidentifikasi Arcobacter dari penderita apendisitis akut gangrenosa. 
Arcobacter adalah bakteri Gram negatif yang sulit untuk diidentifikasi melalui 
karakteristik fenotip. Kuppeveld et al (1992), menggunakan sekuensing 16S 
rRNA untuk menentukan spesies Mycoplasma yang secara klinis sulit serta 
membutuhkan waktu lama untuk ditumbuhkan/dikultivasi. Selain dari isolat 
klinis, sekuensing gen 16S rRNA juga dapat digunakan untuk mengidentifikasi 
bakteri patogen yang terdapat di lingkungan. 
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Magray et al (2011), melakukan identifikasi bakteri patogen dari sumber 
air minum di Srinagar, India, dan menemukan bahwa Escherichia coli adalah 
bakteri patogen terbanyak. Sekuensing gen 16S rRNA juga digunakan untuk 
mengidentifikasi bakteri tertentu yang tidak dapat diidentifikasi lagi secara 
fenotip. Streptococcus pneumonia adalah bakteri Gram positif yang dapat 
dikarakterisasi secara fenotipik berdasarkan sensitivitasnya terhadap antibiotik 
optochin. Namun saat ini S. pneumonia telah mengembangkan resistensi terhadap 
optochin sehingga diperlukan metode identifikasi lain yang lebih akurat. El Aila et 
al (2010), melakukan identifikasi S. pneumoniae dengan analisis sekuensing gen 
16S rRNA dan memberikan hasil yang lebih akurat10. Sacchi et al (2002), 
menggunakan gen 16S rRNA untuk mengidentifikasi Bacillus antracis, bakteri 
yang sering digunakan dalam bioterorisme 
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BAB III 
 
METODE PENELITIAN 
 
A. Waktu dan Tempat. 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret sampai Mei 2018 di 
Laboratorium Science building Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 
(MIPA), Universitas Hasanuddin. 
B. Alat dan Bahan 
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah mikroskop, ose bulat, 
ose lurus, gelas objek, penjepit tabung, vortex shaker, waterbath, tabung 
Eppendorf, rak tabung Eppendorf, GD colom, collection tube, Sentrifuse MPW-
260R, stopwatch, micropipette (BIOHIT Proline Plus Single channel 0,5-10 l; 10-
100 l; 20-100 l) (Biorad Single channel 100-1000 l), tip filter, botol reagen, 
Erlenmeyer 250 ml, batang pengaduk, neraca analitik, DNA thermal cycler 
(Applied Biosystem), lemari pendingin 4
o
C, perangkat lampu ultraviolet + kamera 
digital, elektroforesis+tip supply, kaca mata anti UV, freezer -20
o
C, mikrotube, 
sarung tangan.  
Bahan yang digunakan adalah isolat bakteri D dari usus DOC umur satu 
hari, pewarnaan Gram (kristal violet, lugol, alkohol-aseton, dan safranin), 
aquadest, enzim, etanol absolut, etidium bromide, garam buffer, gel agarose 2%, 
gen 16S rRNA primer forward 63F (5’CAGGCCTAACACATGGTC-3’) dan 
primer reserver – 1387R GGGCGTGTGTACAAGGC-3’) larutan GB buffer, 
kertas label, larutan wash buffer, larutan loading dye, lyzosyme, proteinase, TAE 
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buffer, marker (Smart leader SF), medium de Mann-Ragosa-Sharpe (MRS), 
Presto mini gDNA Bacteria Kit (100 Preps), 2X Kapa 2G Fast ready Mix.  
C. Prosedur Kerja 
Prosedur kerja yang akan dilakukan pada penelitian ini adalah sebagai 
berikut : 
1. Ekstraksi DNA 
Ekstraksi DNA genom dilakukan dengan mengikuti protokol 
ekstraksi DNA yang terdapat dalam Geneaid Presto
TM
 Mini gDNA 
Bacteria Kit. Pertama dilakukan preparasi sampel, untuk bakteri gram (-) 
negatif, bakteri sebanyak 1 x 10
9
 sel dipindahkan ke 1,5 ml tube 
mikrosentrifuge, kemudian disentrifuge selama 1 menit dengan kecepatan 
14-16,000 x g lalu supernatant dibuang. Tambahkan 180  l GT Buffer 
kemudian suspensi ulang pelet sel dengan menggunakan vortex atau pipet. 
Tambahkan juga 20  l proteinase K, inkubasi pada suhu 600C selama 10 
menit, selama inkubasi setiap 3 menit lakukan pembalikan. Untuk bakteri 
gram (+) positif, bakteri sebanyak 1 x 10
9
 sel dipindahkan ke 1,5 ml tube 
mikrosentrifuge, kemudian disentrifuge selama 1 menit dengan kecepatan 
14-16,000 x g lalu supernatant dibuang. Masukkan 200  l gram (+) buffer 
ke tube sentrifuge dan tambahkan lysozyme (4 mg/ml) lalu vortex sampai 
lysozyme benar-benar larut. Kemudian masukkan larutan gram (+) buffer 
yang telah ditambahkan lysozyme ke dalam sampel kemudian suspensi 
ulang pelet sel dengan menggunakan vortex atau pipet. Inkubasi pada suhu 
37
0
C selama 30 menit. Selama inkubasi lakukan pembalikan beberapa 
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kali. Setelah itu, tambahkan 20  l proteinase K kemudian vortex agar 
tercampur. Inkubasi pada suhu 60
0
C selama 10 menit, selama inkubasi 
setiap 3 menit lakukan pembalikan. Untuk proses selanjutnya baik bakteri 
gram (+) maupun gram (-) sama. Ke dalam sampel ditambahkan 200  l 
GB Buffer kemudian divortex setelah itu diinkubasi selama 10  menit pada 
suhu 70
0
C. Selanjutnya ditambahkan 200  l ethanol absolut kemudian 
divortex selama 10 detik kemudian di masukkan kedalam GD Colomn dan 
disentrifuge dengan kecepatan 14-16000 g selama 2 menit. Ganti collect 
tube dengan yang baru. Setelah itu ditambahkan 400  l W1 buffer 
kemudian di sentrifuge dengan kecepatan 14-16000 g selama 30detik. 
Kemudian ditambahkan 600  l W1 buffer kemudian di sentrifuge dengan 
kecepatan 14-16000 g selama 30 detik, selanjutnya GD colomn 
dipindahkan ke dalam tabung Eppendorf steril ditambahkan 100  l pre-
heated elution setelah itu di sentifuge  dengan kecepatan 14-16000 g 
selama 3 menit. Supernatan yang tertampung pada tabung eppendorf 
adalah ekstrak DNA. 
2. Amplifikasi DNA dengan Metode PCR 
Prosedur ini dikerjakan pada sampel DNA yang telah diisolasi, 
Sebelumnya dibuat campuran reaksi untuk PCR yaitu 12,5 l 2X KAPA 
2G Fast Ready Mix +  Dye dan masing-masing 1  l DNA gen 16S rRNA 
Primer Forward 63F (5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’) dan 
primer reserve 1387R (5’-GGGCGGTGTGTACAAGGC-3’) dan H20 5  l 
untuk 4 tabung. Selanjutnya siapkan tabung (sesuai dengan jumlah sampel 
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yang akan diamplifikasi). Tabung kemudian diisi campuran reaksi PCR 
sebanyak 20 l  lalu masing-masing tabung ditambahkan 5  l ekstrak 
DNA. Amplifikasi dilakukan sebanyak 35 siklus dan setiap siklus terdiri 
dari predenaturasi denaturasipada suhu 95
0
C selama 3 menit, pada suhu 
95
0
C selama 10 detik, annealing pada suhu 55
0
C selama 10 detik,  
extending pada suhu 72
0
C selama 15 detik dan post extending pada suhu 
72
0
C selama 1 menit. 
3. Deteksi Produk PCR dengan Elektroforesis 
Gel agarosa 2% dibuat dengan mencampurkan 1,5 gr serbuk agarosa 
ke dalam 100 mL TAE Buffer di Erlenmeyer kemudian dipanaskan ke 
dalam microwave selama 2 menit hingga mendidih, lalu ditambahkan 8 μL 
Ethidium Bromida. Cairan gel lalu didinginkan di suhu kamar. Setelah 
agak dingin, cairan gel dituang ke cetakan gel elektroforesis dengan 
menggunakan sisir gel dengan jumlah sisir 17 sumur. Masing-masing 5  l 
produk amplifikasi dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa 2% yang 
terendam dalam tangki yang berisi TAE Buffer. Selanjutnya, elektroforesis 
dijalankan selama 50 menit dengan tegangan konstan 100 volt. Setelah 50 
menit elektroforesis dihentikan dan gel diangkat untuk diamati dibawah 
sinar UV. Hasil positif jika terdapat pita DNA yang sejajar dengan marker 
dan negatif jika tidak terdapat pita pada gel. 
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4. Sekuensing DNA 
Produk PCR dari sampel yang menunjukkan hasil elektroforesis 
yang positif dilakukan sekuensing DNA dilakukan oleh 1
st
 Base melalui 
PT Genetika Indonesia. Proses sekuensing DNA dilakukan menggunakan 
metode Sanger dideoksi. 
5. Analisis Urutan DNA Pengkode 16S rRNA 
Analisis hasil sekuensing dilakukan dengan melakukan BLAST 
urutan nukleotida dari hasil sekuensing 16S rRNA dengan data base yang 
tersedia pada situs www.ncbi.nlm.nih.gov yang digunakan untuk mencari 
similaritas suatu sekuens nukleotida atau protein (query sequence) dengan 
sekuens data base (subject sequence).  
D. Teknik Pengolahan dan Analisa Data 
Analisis dilakukan dengan menggunakan analisis deskriptif antara lain 
dengan melihat hasil dari identifikasi bakteri teknik molekuler berbasis rRNA 
yiaitu dengan metode PCR, dimana seluruh data diperoleh dari seluruh 
pengamatan (positif atau negetif) yang ditunjukan pada beberapa indikator uji 
selama proses kerja yang telah dilakukan. Yakni pengumpulan data dan 
pengamatan secara langsung dan dengan cara dokumentasi untuk dijadikan bukti 
hasil penelitian. 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
1. Amplifikasi DNA dengan Metode PCR 
Hasil Pengamatan pada Amplifikasi DNA dengan Metode PCR 
Berdasarkan Gen 16S rRNA dengan Primer 63F dan 1387R sebagai berikut : 
 
Gambar 1: Hasil Amplifikasi Gen 16S rRNA dengan Primer 63F dan 1387R 
Hasil visualisasi dengan elektroforesis pada Gambar 1 terdapat satu pita 
DNA hasil ekstraksi DNA. Pada sampel D pita yang terbentuk garis tebal, hal ini 
menunjukkan bahwa DNA hasil ekstraksi memiliki konsentrasi DNA yang tinggi 
dengan pita tebal dan terang, dan visisualisasi pada elektroforesis tampak tebal. 
1500 
800 
300 
MARKER ISOLAT D 
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hasil amplifikasi divisualisasikan pada elektroforesis dan dihasilkan pita DNA 
yang sejajar dengan marker 1350 bp. 
2. Hasil BLAST Gen 16S rRNA  
Tabel 4. Hasil BLAST Gen 16S rRNA sebagai berikut : 
Isolat 
Bakteri 
Deskripsi Spesises 
Query 
Cover 
Identity Nomor Akses 
D 
Enterococcus faecalis partial 16S 
rRNA gene, isolate BS28-28 
75 % 95% 
HG798520.1 
 
 
Bacterium NLAE-zl-G467 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
73% 96% JX048455.1 
 
Enterococcus sp. strain MS3 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
74% 95% MG754234.1 
 
Enterococcus faecalis strain ES09 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
73% 96% KX364715.1 
 
Bacterium NLAE-zl-G369 16S 
ribosomal RNA gene, parrtial 
sequence 
73% 96% JX048364.1 
 
Uncultured bacterium clone HRF-
f-Cel13 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
73% 96% JN698647.1 
 
Enterococcus faecalis strain 
SNNU0263 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
73% 96% KX752884.1 
 
Enterococcus faecalis strain 1 16S 
ribosum RNA gene, partial 
sequence 
73% 96% MH322794.1 
 
Enterococcus faecium strain 
CAU8625 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
73% 96% MF108117.1 
 
Enterococcus faecalis strain 
CAU170 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
73% 96s% MF582810.1 
 
Enterococcus faecalis strain 
CAU2945 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
73% 96% MF428839.1 
 
Enterococcus faecalis strain 
CAU6383 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
73% 96% MF425319.1 
Sumber : Data Primer, 2018 
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Analisis hasil BLAST tersebut memberikan informasi dan memverifikasi 
mengenai organisme atau bakteri apa yang mempunyai kesamaan dengan urutan 
DNA sampel sehingga dapat digunakan untuk identifikasi bakteri. Informasi dari 
hasil BLAST tersebut berupa Query Coverage dan Maximum identity. Query 
coverage adalah persentasi dari panjang nukleotida yang selaras dengan database 
yang terdapat pada BLAST. Max identity adalah nilai tertinggi dari persentasi 
identitas atau kecocokan antara sekuen query dengan sekuen database yang 
tersejajarkan.  
Isolat D memiliki kesamaan sekuens mencapai 95% dengan Enterococcus 
faecalis, hal ini menunjukkan bahwa isolat D yang merupakan bakteri asam laktat 
asal usus DOC adalah bakteri Enterococcus faecalis. 
B. Pembahasan 
1. Amplifikasi DNA dengan Metode PCR 
Berdasarkan dari proses amplifikasi DNA dengan metode PCR yang telah 
dilakukakn maka diperoleh hasil visualisasi dengan elektroforesis seperti pada 
Gambar 1 yang menunjukkan bahwa terdapat satu pita DNA hasil ekstraksi DNA. 
Sebelum tahap amplifikasi dilakukan terlebih dahulu dilakukan tahap Identifikasi 
isolat BAL D secara molekuler dengan gen 16S rRNA yaitu dengan cara isolat 
bakteri asam laktat diekstraksi menggunakan Geneaid Presto TM  Mini gDNA 
Bacteria Kit. Hasil ekstraksi DNA diamplifikasi dengan metode PCR 
menggunakan primer universal gen 16S rRNA yaitu primer Forward 63F 
(5’CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’) dan primer Reserve 1387R (5’-
GGGCGGWGTGTACAAGGC-3’), hasil amplifikasi divisualisasikan pada 
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elektroforesis dan dihasilkan pita DNA yang sejajar dengan marker 1350 bp 
seperti pada Gambar 1.  Pada sampel D pita yang terbentuk garis tebal, hal ini 
menunjukkan bahwa DNA hasil ekstraksi memiliki konsentrasi DNA yang sedang 
dengan pita tidak terlalu tebal dan tidak terlalu terang. Noer dan Gustiananda 
(2007), melaporkan bahwa semakin besar konsentrasi templat akan semakin 
terang dan tebal pita DNA yang dihasilkan, namun konsentrasi templat yang 
terlalu tinggi juga akan mengakibatkan terbentuknya pita yang smear, sebaliknya 
konsentrasi templat terlalu rendah akan menyebabkan terbentuknya pita yang 
terlalu tipis untuk dapat dideteksi dengan cara elektroforesis gel agarosa. 
Berdasarkan hasil visualisasi elektroforesis pada Gambar 1 menunjukkan 
bahwa primer yang digunakan dapat teramplifikasi sekitar 1350 bp pada sampel D 
Dari Gambar 1 di atas terlihat bahwa pola pita DNA hasil amplifikasi PCR yang 
terbentuk dengan menggunakan primer berupa pita tunggal. Pita DNA sampel D 
bergaris sedang. Hal ini menunjukkan DNA sampel D yang teramplifikasi 
memiliki konsentrasi yang cukup untuk mengindikasikan bahwa pada sampel D 
mengalami amplifikasi DNA menggunakan primer 63F dan 1387R. Keberhasilan 
teknik PCR ini didasari dengan kecocokan primer dengan isolat yang akan 
digunakan serta optimasi selama proses PCR. Hal ini sesuai dengan pendapat 
Aris, et al (2013), yang menyatakan bahwa Keberhasilan teknik PCR ini lebih 
didasarkan kepada kesesuaian primer dan efisiensi dan optimasi proses PCR. 
Primer yang tidak spesifik dapat menyebabkan teramplifikasinya daerah lain 
dalam genom yang tidak dijadikan sasaran atau sebaliknya tidak ada daerah 
genom yang teramplifikasi. Optimasi PCR juga diperlukan untuk menghasilkan 
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karakter yang diinginkan. Optimasi ini menyangkut suhu annealing DNA dalam 
mesin PCR.  
Isolat D teramplifikasi menggunakan primer 63F dan 1387R  
menunjukkan pita yang bergaris sedang dan tidak terlalu terang, sampel yang 
positif teramplifikasi yang akan dilanjutkan ketahap berikutnya. Tebal atau 
tipisnya pita DNA berpengaruh terhadap proses pengurutan nukleotida 
(sekuensing). Sekuensing DNA dilakukan untuk memastikan fragmen DNA yang 
teramplifikasi pada proses PCR sehingga DNA pengkode 16S rRNA dapat 
digunakan sebagai penanda molekuler untuk menentukan genus dan strain bakteri 
karena molekul ini ada pada setiap organisme dengan fungsi yang identik pada 
seluruh organisme. Terdapat grafik eloktrophoregram yang berwana-warni untuk 
membedakan jenis basa nitrogen (nukleotida). Hal ini sesuai dengan pernyataan 
Miller et al (1990), yang menyatakan Hasil sekuensing berupa grafik 
elektrophoregram dengan peak-peak yang berwarna-warni untuk membedakan 
jenis basa nitrogen (nukleotida) yang dicirikannya. Nukleotida A (Adenin) 
berwarna hijau, nukleotida G (Guanin) berwarna hitam, C (Citosin) nukleotida 
berwarna biru dan nukleotida T (Timin) berwarna merah sedangkan lambang N 
yang merupakan lambang untuk simbol A, G, C, dan T yang muncul tidak 
banyak. 
2. Hasil BLAST Gen 16S rRNA  
 
Sekuens yang diperoleh di Bank Gen bertujuan untuk mengkonfirmasi 
spesies atau bakteri apa yang memiliki kesamaan dengan urutan DNA sehingga 
dapat digunakan untuk identifikasi bakteri. Hal ini dibenarkan oleh Miller et al., 
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(1990), yang menyatakan bahwa Analisis hasil BLAST tersebut memberikan 
informasi dan memverifikasi mengenai organisme atau bakteri apa yang 
mempunyai kesamaan dengan urutan DNA sampel sehingga dapat digunakan 
untuk identifikasi bakteri. Informasi dari hasil BLAST tersebut berupa Query 
Coverage dan Maximum identity.  
Sekuen yang diperoleh dari bank gen berupa Pasangan Basa dalam bentuk 
FASTA, Sekuen tersebut merupakan akses untuk menampilkan skala yang 
menunjukkan tingkat kesamaan sekuens yang dibandingkan pada BLAST. Setelah 
memasukkan akses berupa pasangan basa pada BLAST maka akan tampil hasil 
sekuen dari isloat.  
Setelah sekuens sampel isolat D dicocokkan dengan sekuens database pada 
BLAST maka diperoleh hasil seperti pada Tabel 4 bahwa isolat D teridentifikasi 
sebagai Enterococcus faecalis. Di mana isolat D memiliki tingkat kesamaan 
panjang nukleotida pada database di BLAST mencapai 75% dan memiliki 
kecocokan sekuens mencapai 95 % dengan Enterococcus faecalis, hal ini 
menunjukkan bahwa isolat D yang merupakan bakteri asam laktat asal usus DOC 
adalah bakteri Enterococcus faecalis. Menurut Narita, (2012) persentase yang 
dapat diterima minimal 95%, kecuali sekuens yang bacaannya lebih rendah 
diberlakukan 75%. 
Berdasarkan hasil penelitian maka dihasilkan bakteri Enterococcus 
faecalis. Enterococcus faecalis adalah bakteri Gram positif dan berbentuk coccus 
atau bulat. Bakteri ini memiliki ciri yang sangat menonjol seperti permukaan 
koloni berbentuk sirkular, halus dan menyeluruh sehingga mudah dibedakan 
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dengan bakteri-bakteri lainnya. Menurut Andi (2012), Enterococcus faecalis 
adalah bakteri Gram positif, non-motil dan juga berbentuk bulat. Bakteri ini 
memiliki ciri-ciri yang khas, sehingga lebih mudah dibedakan dengan bakteri-
bakteri yang lainnya dan juga merupakan bakteri fakultatif anaerob dengan 
metabolisme fermentasi dan berbentuk secara non-sporadis. Sel Enterococcus 
faecalis berbentuk ovoid dan dalam karakteristiknya kadang tunggal, berpasangan 
atau membentuk rantai dengan diameter 0,5-1 𝜇l, dapat hidup meski tanpa 
oksigen.  
3. Hasil Identifikasi Bakteri Asam Laktat dengan Metode yang Berbeda 
Berdasarkan pada hasil peneliti terdahulu Marnila (2016), yang 
mengidentifikasi bakteri dari isolat D dengan metode Manual Bergey’s  
menunjukkan bahwa isolat D merupakan bakteri Pediococcus sp dengan ciri-ciri 
memiliki koloni kecil berbentuk bulat, elevasi cembung, tepi rata, permukaan 
berkilau, dan warna putih susu. Sedangkan karakteristik morfologi sel yang 
didapatkan yaitu bersifat Gram positif, bentuk sel bulat (coccus), dan penataan 
selnya berbentuk tetrakokus. Sedangkan pada identifikasi isolat D yang 
menggunakan metode PCR menunjukkan bahwa isolat D tersebut menunjukkan 
spesies bakteri Enterococcus faecalis sp yang memiliki tingkat kecocokan 95% 
dengan bank data. Dimana Enterococcus faecalis memiliki ciri-ciri sebagai 
bakteri Gram positif, non-motil, dan juga berbentuk coccus atau bulat, sehingga 
mudah dibedakan dengan bakteri-bakteri lainnya dan juga merupakan bakteri 
fakultatif anaerob dengan metabolisme fermentasi dan berbentuk secara non-
sporadis.  
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Kedua metode yang digunakan untuk mengidentifikasi bakteri asam laktat 
sama-sama menggunakan isolat yang sama yaitu isolat D dari usus broiler umur 
satu hari. Namun, hasil yang diperoleh dari kedua metode tersebut berbeda. Hal 
ini dikarenakan banyaknya kemungkinan-kemungkinan yang tidak diinginkan 
terjadi pada saat dilakukan penelitian. Seperti pada saat dilakukan peneltian pada 
metode uji probiotik kemungkinan kurangnya ketelitian dalam melakukan 
prosedur kerja sehingga memungkinkan sampel isolat yang digunakan 
terkontaminasi dengan bakteri luar yang tidak diinginkan, kemungkinan suhu 
yang digunakan tidak sesuai, serta kemungkinan media yang digunakan sebagai 
media tumbuh yang digunakan dapat memicu tumbuhnya bakteri lain. Hal ini 
dibenarkan oleh Gunawan (1987), yang menyatakan bahwa Media tumbuh dan 
eksplan dapat terkontaminasi oleh mikroorganisme karena kedua-duanya dapat 
berfungsi sebagai substrat yang baik bagi pertumbuhan mikroorganisme termasuk 
bakteri dan jamur.  
Selain dari kemungkinan media yang dapat menyebabkan kontaminasi, 
alat-alat yang kurang steril juga kemungkinan dapat menyebabkan 
terkontaminasinya suatu bakteri. Hal ini sesuai dengan pernyataan Guppe (1990), 
yang menyatakan bahwa Peranan steriliasasi pada bidang mikrobiologi 
diantaranya adalah untuk mencegah pencemaran mikroorganisme luar dan untuk 
mempertahankan keadaan aseptis. Di dalam pengamatan tentang mikrobiologi 
sterilisasi merupakan bagian yang sangat peting atau merupakan suatu keharusan, 
baik pada alat maupun media. Hal ini penting karena jika alat atau media tidak 
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steril, akan sulit menentukan apakah mikroba merupakan akibat dari percobaan 
yang dilakukan atau merupakan kontaminan.  
Dari beberapa faktor kemungkinan yang terjadi pada penelitian terdahulu 
dengan metode Manual Bergey’s yang menyebabkan bakteri yang dihasilkan 
tidak sesuai dengan penelitian yang dilakukan dengan metode PCR. Identifikasi 
dengan menggunakan metode PCR merupakan cara untuk mengidentifikasi suatu 
spesies bakteri dengan lebih akurat. Hal ini dikarenakan pada setiap proses yang 
identifikasi dilakukan dengan menggunakan beberapa alat yang dapat 
meningkatkan tingkat keakuratannya. Hal ini sesuai dengan pendapat Black et al 
(2002), yang menyatakan bahwa selama beberapa tahun terakhir pengujian PCR 
real time yang berdasarkan fluoresensi menjadi suatu metode pengujian yang 
sering digunakan untuk deteksi RNA, DNA, dan cDNA. Teknik ini sangat sensitif 
yang memungkinkan amplifikasi terjadi secara bersama-sama serta kuantitas 
sekuens asam nukleat dapat diketahui. Disamping memiliki sensivitas lebih tinggi 
kelebihan pengujian PCR real time jika dibandingkan dengan PCR konvensional 
adalah lebih dinamis, resiko kontaminasi silang lebih sedikit, kemampuan aplikasi 
penggunaannya untuk pengujian lebih banyak.  
Salah salah satu faktor utama yang menyebabkan terjadinya perbedaan 
hasil identifikasi bakteri asam laktat dari isolat D adalah metode yang digunakan. 
Pada penelitian terdahulu yang menggunakan Manual Bergey’s mengidentifikasi 
secara Fenotip yaitu dengan mengamati morfologi seperti bentuk sel, dan 
pewarnaan gram. Sedangkan pada iddentifikasi menggunakan metode PCR 
mengidentifikasi secara genotif yaitu mengamati gen dari sampel isolat, dengan 
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mencocokan urutan DNA sampel isolat dengan data DNA yang telah lebih akurat 
di bank gen.  
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BAB V 
PENUTUP 
 
A. Kesimpulan 
Berdasarkan penelitian identifikasi bakteri asam laktat dari saluran DOC 
umur satu hari menggunakan teknik molekuler berbasis 16S rRNA dengan metode 
Polymerase Chain Reaction menunjukkan bahwa saluran DOC umur satu hari 
terdapat bakteri asam laktat yaitu jenis bakteri Enterococcus faecalis yang 
memiliki ciri sebagai bakteri Gram positif, non-motil, dan juga berbentuk coccus 
atau bulat, sehingga mudah dibedakan dengan bakteri-bakteri lainnya dan juga 
merupakan bakteri fakultatif anaerob dengan metabolisme fermentasi dan 
berbentuk secara non-sporadis.  
B. Saran  
Bakteri asam laktat yang telah didapatkan dengan menggunakan metode 
PCR convensional sebaiknya pada penelitian selanjutnya dapat menggunakan 
metode PCR real time sehingga data yang dihasilkan lebih akurat. 
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Lampiran 1. Susunan Pasangan Basa Enterococcus faecalis 
 
PASANGAN BASA  
GGGGGCCATCGCGGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTT
GCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTTGCATGACCTCGCGGTCTAGCGACT
CGTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAAC
TAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACA
ACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGAT
GTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGG
GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCG
TTTGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGA
GAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCA
CTCTCCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGGCT
TTCACATCAGAACTTAAGAAAACCGCCCTGCGCCTCGCTTTTACGCCCCAATAAAATCCGGAACA
ACGCCTTGGCCACCCTACGTAATTTACCCGCGGCCTGGCTGGGCACCGTAGTTTAGCCCGTGGG
CTTTTCTGGGTTAGAATACCGTTCAGGGGGAACGTTTCAGTTTACCTAACGGTCCCTTGGTTCCT
TCCTCTAAACAAACAGAAGTTTTTTACGAATCCCGAAAAAACCCTTTCTTTCCACTTCAACGCCGG
GCGGTTTGGCTTCGGGTTCAGGAACTTTTTCCGTTCCCATTTGGCCCGAAAAGAATTTCCCCCTA
ACCTGGGCTGGCCCTTTCCCCGGTAAGGGAAGTTCCTGGGGGGCCCGGTGGGTTCTTCAAGTTT
CCCCCAAGTTGGTGGGGGCCCGGAATTCCACCCCCCTTCCTTCCAGGGGTTCCGGGGCCTTAAT
TGGCCAATTCCGGTGGGGGCCCCTTTTTGGGGGGTTGGAAGGCCCCGGTTTTTAACCCCTTTCA
AACCCCAAAACCTTTAAGCCTTTAAAATTGGCCCACCCCCCGGGCCCGGGGGGCTTCCTCCATTT
CCCA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
74 
 
Lampiran 2. Hasil BLAST Gen 16S rRNA  
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Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian  
Sampel Isolat D 
 
 
Proses Ekstraksi DNA 
 
 
80 
 
 
 
 
 
81 
 
 
 
 
82 
 
 
 
Amplifikasi DNA 
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